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RESUMEN 
La espectrometría de masas es una técnica de análisis que permite caracterizar analitos 
midiendo las relaciones de masas de las moléculas analizadas. La evolución de la 
tecnología ha permitido llegar al MALDI-TOF MS, que es una variante que permite la 
detección de mezclas proteicas complejas con mínimas fragmentaciones, lo que permite 
su aplicación en microbiología en la identificación de microorganismos. Siguiendo con el 
desarrollo de nuevas aplicaciones de esta tecnología, la detección de moléculas como 
los antibióticos para la detección de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos es 
la base de esta tesis. Nos hemos basado en la aplicación de un ensayo de resistencia 
funcional, basado en la medida de la acción enzimática de la bacteria con mecanismos 
de resistencia específicos (fundamentalmente β-lactamasas) sobre el antibiótico y el 
seguimiento de este en el espectro de masas. Los antibióticos estudiados son β-
lactámicos, incluyendo carbapenémicos y quinolonas. Hemos conseguido resultados 
satisfactorios en la aplicación de esta técnica tanto en bacterias aisladas en cultivo como 
en el hemocultivo. La principal ventaja de esta metodología es la obtención de 
resultados 24 h antes que los métodos fenotípicos, con bajo coste y con valores de 
sensibilidad y especificidad similares a los métodos moleculares.  
 
RESUMO 
A espectrometría de masas é unha técnica de análise que permite caracterizar analitos 
medindo as relacións de masas das moléculas analizadas. A evolución da tecnoloxía 
permitiu chegar ao MALDI-TOF MS, que é unha variante que permite a detección de 
mesturas proteicas complexas con mínimas fragmentacións, o que permite a súa 
aplicación en microbiología na identificación de microorganismos. Seguindo co 
desenvolvemento de novas aplicacións desta tecnoloxía, a detección de moléculas como 
os antibióticos para a detección de mecanismos de resistencia aos antimicrobianos é a 
base desta tese. Baseámonos na aplicación dun ensaio de resistencia funcional, baseado 
na medida da acción enzimática da bacteria sobre o antibiótico e o seguimento deste no 
espectro de masas. Os antibióticos estudados son os β-lactámicos, carbapenémicos e 
quinolonas. Conseguimos resultados satisfactorios na aplicación desta técnica tanto en 
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bacterias en cultivo como no hemocultivo. A principal vantaxe desta metodoloxía é a 
obtención de resultados 24 h antes que os métodos fenotípicos, con baixo custo e con 
valores de sensibilidade e especificidade similares aos métodos moleculares.  
 
ABSTRACT 
Mass spectrometry is an analytical technique that allows analytes to be characterized 
by measuring the mass ratios of the molecules. Evolution of the technology has enabled 
getting at MALDI-TOF MS, that is variant that allows detection of complex protein 
mixtures with minimum fragmentations. This leads into its application in microbiology 
in the identification of microorganisms. Following with the development of new 
applications of this technology, the basis of this thesis is the detection of molecules as 
antibiotics for antimicrobial resistance detection.  We have based our study on the 
application of a functional assay that measures the enzymatic activity in the antibiotic 
and further tracing of the mass spectrum generated. The studied antibiotics were β-
lactams, carbapenems and quinolones. We have reached satisfactory results in the 
application of this technique either in bacterial cultures as in blood cultures. The main 
advantage of the methodology is the possibility of obtaining results 24 h before than 
phenotypic methods, with low cost and with sensitivity and specificity values in the 
range of molecular methods.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1.  Aplicación de las técnicas rápidas al diagnóstico clínico y determinación de 
resistencias 
La administración de una terapia antibiótica adecuada requiere para la mayor parte de 
las infecciones, un diagnóstico microbiológico, que consistirá en la identificación del 
patógeno causante de la infección y su perfil de resistencia [1]. En la práctica clínica, este 
proceso puede tardar entre 24 y 72 horas, en las cuáles se va aplicar una terapia empírica 
basada en la sospecha del agente causal y la epidemiología local. El uso de métodos que 
sean capaces de detectar rápidamente la resistencia antibiótica en aislados bacterianos 
tiene por tanto el potencial de reducir la duración de la terapia empírica, empleando un 
antibiótico ya dirigido frente al agente infeccioso. Esto es especialmente importante ya 
que existen varios estudios que han demostrado que la administración de una terapia 
antibiótica temprana y adecuada mejora el pronóstico del paciente y que por el 
contrario el retraso en la administración de una terapia antibiótica adecuada se 
relaciona con valores más altos de morbilidad y mortalidad [2-6]. Además, el diagnóstico 
temprano de la resistencia antibiótica contribuye a reducir los costes sanitarios. Varios 
estudios demuestran que conocer de forma temprana la susceptibilidad antibiótica, da 
lugar a menores peticiones para pruebas diagnósticas en los laboratorios, una 
disminución en el número de pruebas invasivas realizadas sobre el paciente y una 
reducción en la estancia hospitalaria [2-3].  Una ventaja adicional de disponer de un 
informe de susceptibilidad antibiótica es su potencial para contribuir a los programas de 
mejora de la administración de antibioterapia [7]. En este contexto, la administración 
temprana de una adecuada terapia antibiótica con un espectro de actividad lo más 
estrecho posible para el tratamiento del agente causal puede jugar un papel clave en la 
reducción del riesgo de transmisión de bacterias resistentes a los antibióticos.   
Los métodos empleados más comúnmente son los métodos basados en la detección de 
la resistencia fenotípica midiendo el crecimiento bacteriano en la presencia de un 
antibiótico. La ventaja de estos métodos es su sensibilidad, ya que podemos detectar 
cualquier tipo de resistencia. El inconveniente es que necesitan el crecimiento del 
patógeno para poder distinguir entre aislados sensibles y resistentes. Los métodos 
bioquímicos, como el Carba NP test, tienen la ventaja de ser métodos rápidos y fáciles 
20 
 
de realizar. El inconveniente es la interpretación subjetiva de los resultados, la menor 
sensibilidad con respecto al resto de métodos y la necesidad de tener aislado el 
microorganismo causal. El desarrollo de los métodos moleculares, ha facilitado la 
detección temprana de las resistencias antibióticas con gran sensibilidad y especificidad, 
sin embargo el alto coste de estas técnicas y la necesidad de personal entrenado para 
realizarlas, las deja al alcance de pocos laboratorios de microbiología clínica. Los 
métodos proteómicos, con el MALDI-TOF MS a la cabeza, ha demostrado ser un buen 
método para la determinación de resistencias antibióticas con excelentes valores de 
sensibilidad y especificidad, siendo además un método rápido y fácil de utilizar. Además 
el desarrollo de las técnicas es barato, una vez realizado el desembolso inicial en la 
tecnología. Sin embargo, esta metodología aún se encuentra en una etapa temprana de 
desarrollo. 
A continuación describiré las técnicas más habituales de cada una de estas metodologías 
de determinación de la resistencia antibiótica.  
 
1.1.1. Métodos fenotípicos 
Los métodos fenotípicos, como ya hemos comentado anteriormente son los más 
utilizados. Las técnicas más comunes dentro de estos métodos, son la microdilución en 
caldo, el disco difusión (fig.1), el método de determinación de la resistencia por 
gradiente (p. ej. tiras Etest) y los métodos automatizados comerciales (p.ej. MicroScan 
WalkAway system, Beckman Coulter, Phoenix Automated Microbiology System ,Beckton 
Dickson y el Vitek, BioMerieux). Además de su gran sensibilidad para detectar la 
resistencia antibiótica, tiene la ventaja de su aceptada estandarización, una ventaja que 
otros métodos no poseen. Este proceso se ha facilitado por la elaboración de guías 
internacionales para la determinación de la susceptibilidad antibiótica, como las 
publicadas por CLSI y EUCAST [8-9]. 
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Figura 1. Identificación fenotípica de una BLEE mediante disco-difusión.  
 
 
 
 
 
 
Para cada uno de estos métodos, existen una gran variedad de proveedores comerciales 
que proporcionan reactivos en formatos fáciles de utilizar que facilitan su uso en los 
laboratorios de microbiología clínica con altas cargas asistenciales. Además en el caso 
de la microdilución y el Etest, se obtiene el valor de la CMI, que proporciona información 
sobre la cantidad de antibiótico necesaria para inhibir el crecimiento de la bacteria. Sin 
embargo, a pesar de uso extendido y su alta sensibilidad, estos métodos son métodos 
lentos, que no pueden ser considerados para un diagnóstico rápido, ya que necesitan el 
crecimiento del microorganismo y en algunos casos también su aislamiento primario de 
la muestra clínica.  
 
1.1.2. Métodos bioquímicos 
El Carba NP test (fig.2) es un método bioquímico que fue especialmente diseñado para 
la detección de productores de carbapenemasas. Detecta un cambio en el pH debido a 
la hidrólisis del imipenem en presencia de una enzima carbapenemasa en menos de 2 
horas. Sin la necesidad de ninguna equipación particular, las β-lactamasas son 
rápidamente extraídas de las bacterias e incubadas con una solución de imipenem y rojo 
de fenol [10]. Un cambio de rojo a amarillo en la coloración del medio indica positividad. 
Este test tiene una excelente sensibilidad para la detección de carbapenemasas de tipo 
KPC, NDM, VIM y NDM [11], sin embargo no muestra los mismos resultados para la 
detección de carbapenemasas de tipo OXA-48. [12,13]. El test ha demostrado también 
su capacidad de detección sobre Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas y 
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Pseudomonas spp directamente de hemocultivos.  El test también ha sido recomendado 
por el CLSI para la confirmación de carbapenemasas en Gram negativos [14]. Este test 
ha sido ya comercializado en un kit, RAPIDEC Carba NP test (BioMérieux) rápido y fácil 
de utilizar [15]. 
El Blue-Carba es otro método bioquímico, utilizado para la detección de 
carbapenemasas, en este caso utilizando un indicador diferente, azul de bromotimol, y 
un protocolo similar al Carba NP test. En general, parece muy similar al Carba NP test, 
pero tiene una sensibilidad mejor en el caso de las enzimas de tipo OXA [16]. 
 
Figura 2. Identificación bioquímica mediante el Carba NP test de bacterias productoras 
de carbapenemasas (Hombach M  et al, JCM, 2015).  
 
 
1.1.3. Métodos moleculares 
 
 
 
 
 
1.1.3. Métodos moleculares 
Los métodos moleculares y fundamentalmente aquellos basados en la PCR, se basan en 
la amplificación específica de secuencias de ácidos nucleicos. La PCR se utilizó 
inicialmente para la identificación y cuantificación de los agentes causantes de las 
infecciones a través de la amplificación específica de secuencias del genoma de un 
determinado patógeno [17]. Poco a poco, con el avance en el conocimiento de la 
genética de la resistencia antibiótica, las técnicas basadas en la PCR se han desarrollado 
para detectar determinantes de resistencia para una gran variedad de antibióticos en 
un gran número de especies bacterianas. La mayor ventaja de las técnicas moleculares, 
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es que pueden llevarse a cabo en un periodo relativamente corto de tiempo y que 
además puede llevarse a cabo directamente de la muestra clínica sin necesidad del 
aislamiento previo del patógeno. La PCR tiene por tanto el potencial de reducir 
significativamente los tiempos de respuesta y proporcionar resultados con gran 
fiabilidad. Además nos permite cuantificar el número de copias del gen de resistencia 
en la muestra.  
En los últimos años la PCR que ha experimentado una mayor expansión es la PCR en 
tiempo real. Consiste en un amplificación con una diana específica a la que se unirá una 
sonda que contiene un agente emisor de fluorescencia. A medida que se amplifique el 
ADN, se observará un aumento exponencial de la fluorescencia. La PCR con sondas 
TaqMan, se basan en la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa para escindidir 
una sonda marcada. La escisión de esta sonda emite fluorescencia. El empleo de estas 
sondas ha aumentado significativamente la especificidad de la detección de la PCR a 
tiempo real. Por otro lado la PCR a tiempo real, tiene la opción de ser simple, o múltiple. 
La utilización de una PCR múltiple permite la caracterización de diferentes mecanismos 
en una sola reacción de amplificación, circunstancia especialmente útil en el estudio de 
β-lactamasas de amplio espectro debido a su diversidad. Requiere de varios pares de 
iniciadores que sean altamente específicos de la diana a amplificar, que tengan 
condiciones de amplificación semejantes y que amplifiquen fragmentos de tamaños 
diferentes que permitan su fácil diferenciación. En la última década se han propuesto 
diferentes PCRs múltiples para la detección de genes que codifican enzimas plasmídicas 
de tipo AmpC, BLEEs y carbapenemasas. Se han descrito diferentes limitaciones a 
algunas de estas técnicas entre las que destacan el tamaño poco discriminativo de los 
amplicones que dificulta su diferenciación, la utilización de diferentes condiciones de 
amplificación que obliga a realizar varias PCRs múltiples en paralelo, la amplificación 
cruzada con genes de β-lactamasas cromosómicas intrínsecas de determinadas especies 
y, en general, la inclusión de un número limitado de genes, con frecuencia agrupados 
por familias como carbapenemasas de clase A o de clase B. Recientemente se han 
comercializado diferentes sistemas basados en PCRs múltiples y algunas permiten el 
diagnóstico rápido de BLEE y carbapenemasas, en general con una alta sensibilidad y 
especificidad [18]. 
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BioMerieux ha desarrollado una técnica en tiempo real, muy rápida (<2 h), muy sensible 
y específica (New NucliSENS EasyQ KPC) para la detección de aislados productores de 
KPC [19]. Check-Points Health BV (Wageningen, Países Bajos) ha desarollado una PCR 
multiplex a tiempo real (Check-MDR ESBL) para detectar los genes correspondientes a 
SHV/TEM y CTX-M [20]. De forma similar el kit Check-MDR Carba identifica rápidamente 
los genes de KPC, IMP, VIM, NDM y OXA-48 [21]. El kit Check-Direct CPE es otro test 
multiplex comercial que detecta carbapenemasas, y que ha sido evaluado directamente 
de hisopos rectales y comparado los resultados con el cultivo, observándose una 
sensibilidad y una especificidad del 100% y 94% respectivamente [22].  GeneXpert® 
(Cepheid, Sunnyvale, CA) (fig.3) ha desarrollado un cartrigde para la detección de 
microorganismos portadores de carbapenemasas, detectando KPC, NDM, VIM, IMP y 
OXA-48, siendo únicamente necesarios 2 minutos de tiempo de manejo y 45 min para 
proporcionar resultados [23].  El test tiene una alta sensibilidad y especificidad, 100% y 
99% respectivamente. Además su fácil manejo y la robustez de la técnica, lo hacen una 
herramienta muy útil para los laboratorios de urgencias de microbiología clínica. 
Recientemente, nuestro grupo ha realizado una evaluación del LightMix® modular Kit 
(TIB Molbiol, Berlin, Alemania) (fig.4), que consiste en una PCR multiplex y modular que 
detecta los genes KPC, NDM, VIM, IMP y OXA-48, con excelentes resultados de 
sensibilidad y especificidad (100%)  con respecto a GenXpert® para búsqueda de 
portadores a partir de hisopos perineales y rectales. Sus principales ventajas son su 
coste, que es un 75 % más bajo que el GenXpert® y la posibilidad de su uso modular, que 
permite elegir las dianas que queremos detectar (formato singleplex o multiplex) en 
función de la sospecha clínica o epidemiología local, favoreciendo una disminución aún 
mayor del coste final de la técnica [24]. 
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Figura 3. Identificación molecular mediante el GenXpert® de una bacteria productora 
de OXA-48.  
 
 
Figura 4. Identificación molecular mediante el LightMix® modular Kit de una bacteria 
productora de OXA-48.  
 
26 
 
Por otro lado, los microarrays identifican la presencia de secuencias específicas de 
ácidos nucleicos usando oligonucleótidos complementarios. Debido a que estos 
oligonucleótidos pueden estar ensamblados en soportes sólidos, con espacios muy 
pequeños, este método tiene la ventaja de que se pueden detectar cientos de 
secuencias en un único ensayo. Es por esto, que el método ofrece la posibilidad de crear 
arrrays con la habilidad de detectar un gran abanico de genes de resistencia.  
Numerosos estudios han empleado los microarrays para la detección de β-lactamasas 
en bacilos Gram negativos, algunos de los cuáles proporcionan el resultado en unas 
pocas horas [25-26]. Uno de estos estudios combina una PCR a tiempo real con un 
microarray para identificar patógenos respiratorios causantes de neumonía asociada a 
ventilación mecánica y detección de la presencia de 24 genes asociados a resistencia a 
β-lactámicos directamente de la muestra clínica [27]. Check-Points ha desarollado varios 
microarrays automatizados para detectar también genes de resistencia a β-lactámicos 
[28]. Por ejmplo, el kit Check-MDR CT102, detector β-lactamasas de expectro extendido 
y las más importantes carbapenemasas (VIM, IMP, OXA-48–like, KPC, y NDM), 
mostrando un acuerdo con la PCR y secuenciación del 99% [29]. Alere Inc (Upper Saddle 
River, NJ) también ha preparado un microarray que detecta factores de virulencia de 
Escherichia coli y los más importantes genes de resistencia, incluyendo CTX-M, KPC, 
NDM, GIM, OXA-23, OXA-48, VIM, IMP, y Qnr [30]. Nanosphere Technology 
(Northbrook, IL) ha desarrollado un microarray automátizado muy prometedor 
(Verigene Nucleic Acid Test) para detectar especies bacterianas y genes de resistencia 
en 2 horas [31]. En concreto, el test Verigene para la detección de bacilos Gram 
negativos en hemocultivos, es capaz de detectar las especies microbianas más 
frecuentes junto con las enzimas de resistencia de tipo CTX-M, KPC, NDM, VIM, IMP y 
OXA. Varios autores han evaluado su validez en hemocultivos, obteniendo 
sensibilidades y especificidades desde el 90% al 100% [32]. 
La tecnología de microarrays ofrece la posibilidad de detectar un gran número de genes 
de resistencia en un único ensayo, en oposición a la PCR. Por esta razón, los microarrays 
son ideales para bacterias con un gran número de posibles mecanismos de resistencia, 
como es el caso de las β-lactamasas en bacilos Gram negativos. Sin embargo, los datos 
obtenidos en los microarrays de forma similar a la PCR, no siempre se relacionan con la 
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resistencia fenotípica. Además, el método tiene limitada habilidad a la hora de detectar 
mecanismos de resistencia incipientes cromosómicos mutacionales y sin caracterizar.   
Los avances en la tecnología de secuenciación han hecho posible secuenciar un genoma 
entero bacteriano completo en muy poco tiempo. Estos métodos, acoplados con 
herramientas bioinformáticas que pueden rápidamente ensamblar y analizar una 
cantidad masiva de información, abren la posibilidad de estas técnicas de ser utilizadas 
en la detección de la resistencia antibiótica. Una serie de estudios han descrito la 
posibilidad de secuenciar un número pequeño de aislados clínicos para caracterizar los 
determinantes genéticos de resistencia [33-34]. El objetivo de estos estudios ha sido 
caracterizar cepas con interés en sus perfiles de resistencia fenotípicos. En el estudio 
descrito por Zankari E. et al se utilizó la secuenciación masiva de un genoma completo, 
para caracterizar los perfiles de resistencia de 200 aislados bacterianos de 4 especies 
diferentes sobre una serie de antibióticos y los resultados fueron comparados con los 
métodos fenotípicos de susceptibilidad [35]. Se observó una alta correlación (99.74%) 
entre las dos técnicas, demostrando que los datos obtenidos de la secuenciación del 
genoma pueden correlacionarse muy bien en algunos casos con los resultados 
fenotípicos. 
Todas estas técnicas tienen el gran potencial de mejorar la evolución clínica del paciente 
reduciendo el tiempo de tratamiento empírico y el coste derivado del ingreso o 
tratamiento inadecuado. Es por ello obligado en el ámbito de la microbiología, la mejora 
constante de las técnicas rápidas de detección de resistencias antibióticas. Sin embargo, 
aunque ya existen estudios coste-eficacia para valorar el impacto de estas técnicas en el 
entorno hospitalario, son necesarios más estudios para valorar adecuadamente el 
impacto de cada una de ellas en la práctica asistencial y su perfil de aplicación. 
 
1.2. MALDI-TOF MS: de la teoría a la práctica 
La espectrometría de masas es una técnica de determinación estructural que permite 
determinar la distribución de las moléculas de una sustancia en función de su masa.  
Para obtener el espectro de masas de un compuesto orgánico, es necesario ionizar sus 
moléculas. Existen diversos métodos de ionización, como el de impacto electrónico, la 
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ionización química, el bombardeo con átomos veloces, la electropulverización y la 
desorción-ionización por láser con ayuda de una matriz. Este último método será el que 
utilice la tecnología MALDI-TOF MS (fig.5). 
Con este método, la sustancia problema se mezcla con un disolvente que contiene una 
matriz (una sustancia orgánica sólida de moléculas). A continuación se evapora el 
disolvente y queda una disolución sólida de la sustancia problema en la matriz, de modo 
que el analito queda embebido en esta matriz. Esta matriz, facilitará que en la ionización 
no se produzcan demasiadas rupturas de la estructura ni se destruya la molécula 
problema. Ahora la sustancia, debe pasar a la cámara de ionización, dónde se irradia con 
un láser de gran intensidad (N2, 60 Hz). La energía del láser es principalmente absorbida 
por las moléculas de la matriz, que subliman rápidamente arrastrando al analito, que se 
ioniza durante el proceso.   
El pico base, o el pico del ión molecular, da la información más importante del espectro 
de masas, que es la masa molecular del analito. Las fragmentaciones del ión molecular 
son procesos unimoleculares. Además el rendimiento de la etapa de ionización es muy 
bajo y finalmente el proceso transcurre en estado gaseoso y en condiciones de alto 
vacío, por lo que es muy improbable que dos iones colisionen. Es por ello, que es 
despreciable el porcentaje de partículas con carga superior a +e, es decir la carga será 
de z=1, que en la práctica implica que la separación mása/carga, tengo lugar únicamente 
en función de la carga. 
El analizador es el siguiente elemento fundamental de un espectrómetro de masas. En 
este equipo, contaremos con un analizar de tiempo de vuelo (TOF). Consiste en una 
región donde se establece un potente campo magnético perpendicular a la trayectoria 
rectilínea común de todas las partículas cargadas. De este modo, se dispersan en tantas 
trayectorias circulares como clases de partículas existan. Los iones poseen la misma 
energía cinética, pero al tener distinta masa, llegan al detector a velocidades distintas. 
El último elemento de un espectrómetro de masas, es el detector. Son dispositivos que 
convierten una corriente de iones en una corriente eléctrica, cuya intensidad permite 
evaluar la abundancia relativa de cada tipo m/z de fragmentos catiónicos. Estas 
abundancias aparecen expresadas en el espectro de masas, como picos de masas, 
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expresadas en porcentajes relativos respecto al porcentaje de la altura del pico base. 
Todos los espectros expresan intensidades relativas, es por eso que los distintos 
espectros adquiridos no son intercompatables entre sí.  
 
Figura 5. Esquema del proceso de detección mediante MALDI-TOF MS (www.ua-
bw.de).  
 
 
John B. Fenn consiguió en 1988, tras 2 décadas de investigación, analizar proteínas 
mediante EM ESI [36, 37]. Koichi Tanaka (Shimadzu Corp.) consiguió en 1987, utilizando 
como matrices suspensiones de nanopartículas metálicas en glicerol, demostrar que era 
posible ionizar y detectar proteínas con masas en el rango de las decenas de kDa [38]. 
Michael Karas y Franz Hillenkamp, del Instituto de Biofísica de la Universidad de 
Frankfurt, introdujeron el uso de una matriz orgánica capaz de absorber la energía del 
láser y transferir una parte a las moléculas de la muestra e ionizarlas. Aunque 
inicialmente Karas y Hillemkamp utilizaron el método para analizar aminoácidos, en 
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1988 publicaron sus primeros análisis con proteínas [39]. La técnica, a la que llamaron 
MALDI, resultó ser más sencilla y más sensible que la de Tanaka, y rápidamente se 
extendió su uso. En 1996 se demostró que podían utilizarse los perfiles de proteínas 
obtenidos mediante MALDI-TOF MS para identificar bacterias partiendo de células 
intactas [40-42] y pocos años después salían al mercado los primeros sistemas 
comerciales. El método de Karas y Hillemkamp es el precursor de la metodología actual 
y el que mayor impacto ha tenido. 
 
1.2.1. El MALDI-TOF MS en la identificación y trascendencia clínica 
En 2009, se publicó el que probablemente sería el artículo clave para dar a conocer de 
forma general a los especialistas implicados en el diagnóstico de las enfermedades 
infecciosas las posibilidades del MALDI-TOF MS en la identificación rutinaria de bacterias 
[43]. Un año después, se publicó en España el primer artículo en el que se hacía una 
valoración global de la utilidad del MALDI-TOF MS para la identificación de 
microorganismos de origen clínico [44]. Desde entonces, el número de publicaciones 
sobre aplicaciones clínicas del MALDI-TOF MS se ha incrementado exponencialmente, 
sobre todo en lo que se refiere a la identificación de diferentes grupos de 
microorganismos a partir de cultivos [44-47].  
En conjunto los estudios demuestran una alta eficacia en la identificación de bacterias, 
micobacterias y levaduras. La eficacia alcanzada en el caso de bacterias gramnegativas 
y levaduras es, en la mayor parte de los casos, excelente, mientras que en bacterias 
grampositivas y bacterias anaerobias es algo inferior a las anteriores. Recientemente se 
ha mejorado la base de datos para la identificación de micobacterias mostrando 
excelentes resultados [48] (fig.6). 
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Figura 6. Impacto de la mejora en la base de datos para la identificación de 
micobacterias no tuberculosas (Rodríguez-Sánchez B et al, JCM, 2016). 
 
 
Existen muchos estudios que muestran protocolos y resultados muy discrepantes tanto 
en sensibilidad como en especificidad en función de los procedimientos empleados y en 
los criterios establecidos para considerar una identificación como correcta [49-51]. La 
fiabilidad de la identificación de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis y 
Streptococcus oralis es cuestionable, ya que frecuentemente estos se identifican 
erróneamente como S. pneumoniae [52]. También la identificación del grupo anginosus 
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es problemática. La indentificación de S. anginosus y S. constellatus es adecuada a nivel 
de especie, sin embargo no lo es para S. intermedius [53].  
La identificación correcta de las enterobacterias se realiza en la práctica totalidad de los 
casos. La capacidad de MALDI-TOF MS para la correcta identificación de bacilos 
gramnegativos no fermentadores es algo menor [54-55]. 
El MALDI-TOF MS es especialmente útil frente a los métodos convencionales en la 
identificación de microorganismos de cultivo difícil o lento (bacterias anaerobias, 
Actinomycetales, bacilos gramnegativos de crecimiento lento, etc.) ya que supera 
problemas existentes en los protocolos de cultivo [56]. También ha mostrado gran 
utilidad en la identificación rápida de bacterias con gran patogenicidad como Bacillus 
anthracis, Brucella melitensis, Francisella tularensis o Yersinia pestis [57-58] y se han 
desarrollado protocolos específicos de bioseguridad [59]. 
En relación con el grado de fiabilidad de la identificación mediante este sistema, el 
fabricante de Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics) considera una identificación 
adecuada a nivel de género si la muestra presenta un spectral score comprendido entre 
1.700 y 1.999 (parámetro que indica el grado de correlación entre el espectro obtenido 
y los valores de la base de datos del equipo), exigiendo para la identificación correcta de 
especie un valor superior a 2.000 [60]. Con objeto de mejorar la sensibilidad diagnóstica, 
algunos autores han planteado la posibilidad de disminuir la exigencia técnica de esta 
correlación, considerando una identificación como fiable con valores por debajo de 
1.700 si las tres primeras entradas corresponden al primer patógeno y otros algoritmos. 
Esta estrategia, aunque mejora la sensibilidad de la técnica al lograr un mayor número 
de identificaciones, no está exenta de riesgo y debe manejarse con extremada 
precaución [61]. 
Por tanto, podemos asegurar que la importancia del tamaño y extensión de la base de 
datos que utilice el software como referencia para comparar los espectros obtenidos es 
vital. A medida que se vayan introduciendo mejoras en la base de datos, los resultados 
de identificación que vayamos obteniendo serán más precisos cada vez. La evaluación 
de las bases de datos está en continua extensión para todo tipo de patógenos, ya sean 
bacterias, micobacterias u hongos [62]. El MALDI-TOF MS está configurado de modo que 
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se puedan realizar nuevas incorporaciones en la base de datos, por lo que también 
existen estudios evaluando estas nuevas entradas frente a las propias y pre-existentes 
en el equipo [63,64]. 
El MALDI-TOF MS tiene una aplicación muy importante que es la identificación sobre 
muestra clínica directa. Esta aplicación se ha desarrollado sobre hemocultivos y sobre 
muestras de orina. En estos casos, el proceso necesita de un paso previo de extracción 
bacteriana de la muestra. Se han llevado a cabo diversos protocolos con éxito en ambos 
casos [65, 66]. Existe un reactivo comercial (Sepsityper, Bruker Daltonik) que facilita el 
proceso. El objetivo es conseguir eliminar del medio los restos celulares y proteicos que 
no pertenezcan a la bacteria para conseguir aislarla con el máximo rendimiento.  En el 
caso de las identificaciones de bacteriemias polimicrobianas, aunque hay diferencias en 
función de los procedimientos empleados los resultados no son tan buenos. Se ha 
perfeccionado recientemente el análisis bioinformático de perfiles proteicos mixtos con 
mejoras sustanciales [67].  
La limitación fundamental de esta técnica es la necesidad de una carga bacteriana 
elevada, de entre 105 y 108 UFC/ml de medio de cultivo aunque se ha planteado que se 
pueden obtener resultados con MALDI-TOF MS con inóculos menores, por lo que se han 
desarrollado modelos experimentales para la identificación directa desde el 
hemocultivo que muestran resultados positivos entre 1,7 y 2,3 h antes de positivizarse 
[68]; sin embargo, todavía debe analizarse con más precisión para conocer su verdadera 
importancia clínica. 
Desde el desarrollo de MALDI-TOF MS, diferentes estudios han demostrado cómo la 
implicación de equipos de bacteriemias o PROA, demuestran impacto directo en 
parámetros clínicos. Clerc et al analizaron bacteriemias por bacilos gramnegativos en un 
área con baja prevalencia de cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido 
y de carbapenemasas y comunicaron que la tinción de Gram tuvo impacto clínico, ya 
que permitió el ajuste del tratamiento en el 20,8% de los casos; también señalan que la 
información proporcionada por MALDI-TOF MS, 2 o 3 h después, conllevó el cambio de 
tratamiento empírico en el 35,1% de los casos [69]. Otro estudio muestra que el uso del 
MALDI-TOF MS supone un 11,3% de incremento en el número de pacientes que reciben 
tratamiento antibiótico correcto en las primeras 24 h tras la positividad del hemocultivo 
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(64,0% en el grupo control frente al 75,3% en el grupo sobre el que se intervino) [70]. 
Huang et al comunican que se produce una disminución en el tiempo de identificación 
del microorganismo causante del proceso (84,0 frente a 55,9 h), en el tiempo de terapia 
efectiva (30,1 frente a 20,4 h) y de terapia óptima (90,3 frente a 47,3 h). También 
informan que se logra disminuir la mortalidad, el tiempo de estancia en unidades de 
críticos y las bacteriemias recurrentes [71]. Pérez et al comunican que la utilización de 
MALDI-TOF MS dentro de un grupo PROA produjo una reducción de las estancias medias 
hospitalarias y en unidades de cuidados intensivos y, por tanto, una disminución 
significativa de los costes hospitalarios [72].  
Por lo tanto podemos concluir que la utilización del MALDI-TOF MS para la identificación 
rápida de patógenos es una de las aplicaciones más útiles y eficaces en la práctica clínica 
de hoy en día en los laboratorios de microbiología. 
 
1.2.2. Otras aplicaciones del MALDI-TOF MS: epidemiología y serotipado. 
Los sistemas de tipificación bacteriana engloban un conjunto de métodos 
microbiológicos que permiten diferenciar cepas pertenecientes a una misma especie. El 
objetivo final de cualquiera de estos métodos es establecer la relación entre 
aislamientos vinculados epidemiológicamente. Este tipo de análisis posibilita, entre 
otros aspectos, el estudio de brotes hospitalarios facilitando tanto su detección precoz 
como la caracterización de modelos de transmisión de infecciones entre personas, 
material inanimado y el diseño de medidas de control [73]. 
En la actualidad existe una gran variedad de técnicas de tipificación molecular. Entre 
ellas merecen especial mención la PFGE, y el MLST. Dentro de las técnicas de tipificación 
basadas en PCR destacan también el MLVA, AFLP y rep-PCR. Todas se pueden utilizar en 
el estudio de brotes y de rutas de transmisión entre pacientes y hospitales, ofreciendo 
resultados de forma rápida y con un buen nivel discriminatorio [74-76]. Las nuevas 
metodologías de secuenciación WGS o NGS aparecen como herramientas potentes y 
atractivas para la detección de variaciones en el genoma bacteriano y las investigaciones 
epidemiológicas. Sin embargo, aunque estos sistemas de secuenciación de segunda 
generación ofrecen un amplio abanico de posibilidades, en el momento actual su 
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utilidad es limitada, ya que precisan importantes recursos informáticos para el análisis 
de datos junto con personal especializado y bien entrenado. Además, su precio es 
elevado y requiere de un tiempo de realización largo. 
En general, aunque todas las técnicas moleculares descritas han probado su utilidad a lo 
largo de los años, resultan en su mayoría excesivamente laboriosas, caras y con tiempos 
de realización largos, lo que limita su utilidad en aplicaciones a tiempo real. Es en este 
contexto donde, gracias a su rapidez, bajo coste y simplicidad en su realización, el 
MALDI-TOF MS aparece como una alternativa muy prometedora. 
El análisis epidemiológico mediante EM se puede llevar a cabo con 2 enfoques 
diferentes: mediante el uso de librerías espectrales y/o por aproximaciones 
informáticas. Sea cual sea el enfoque que se utilice, es un hecho contrastado que los 
métodos de subtipado y agrupamiento (clustering) son muy sensibles a las condiciones 
de crecimiento bacteriano, a la intensidad de los picos y a la calidad del espectro de 
masas utilizado, por lo que, para conseguir repetitividad en los ensayos, es muy 
importante intentar normalizar en lo posible una serie de puntos críticos que abarcan 
todas las fases del proceso: desde el cultivo bacteriano y la preparación de la muestra 
hasta la adquisición y posterior análisis de los espectros. 
El método más simple para comparar distintas cepas es el cálculo del CCI entre los 
espectros adquiridos, teniendo en cuenta que un coeficiente > 0,9 indica una fuerte 
correlación. Las relaciones entre espectros pueden ser representadas mediante 
matrices de intensidad de color. Otra posibilidad es la construcción de dendrogramas 
que, mediante niveles de distancia arbitraria, muestren lo relacionados que están entre 
sí los organismos en estudio (fig.7). También se pueden emplear otras técnicas de 
clasificación no basadas en medidas de distancia; la más conocida es el análisis de PCA. 
El objetivo del PCA es reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos en el que hay 
un gran número de variables interrelacionadas (en nuestro caso la intensidad de los 
picos) al tiempo que conserva su variación.  
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Figura 7. Dendograma construido mediante MALDI-TOF MS para el tipado de K. 
pneumoniae multirresistente (Berrazeg M et al, Plos One, 2013). 
 
La posibilidad de distinguir, dentro de una especie bacteriana, aquellos clones 
especialmente virulentos o con mayores niveles de resistencia de una manera rápida y 
sencilla es uno de los retos más atrayentes de la microbiología actual. En este sentido, 
se ha utilizado el MALDI-TOF MS para detectar complejos clonales de alto riesgo dentro 
de E. coli con resultados muy prometedores [77,78]. Algo similar sucede con Klebsiella 
pneumoniae. Aunque algunos trabajos apuntan a un menor poder discriminatorio que 
el de otras técnicas más convencionales, el MALDI-TOF MS se ha empleado con éxito 
para identificar y tipificar aislados clínicos de esta especie [79-81]. Existen también datos 
relativos a otras especies y géneros dentro de las enterobacterias. La EM ha demostrado 
su utilidad para distinguir de manera satisfactoria distintas serovariedades de 
Salmonella spp. [82-84], para caracterizar un brote de Enterobacter cloacae resistente 
[85] y en el biotipado de Serratia marcescens [86]. Los datos de que se dispone para el 
resto de los bacilos gramnegativos no fermentadores, aunque alentadores, no pueden 
considerarse concluyentes [87,88]. Varios autores han estudiado la utilidad del MALDI-
TOF MS para diferenciar los principales complejos clonales de Staphylococcus aureus, 
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centrándose su mayoría en el análisis de S. aureus resistente a meticilina (CC5, CC8, 
CC22, CC30, CC45 y CC398) [89-91].  
La EM se presenta como una atractiva opción para la tipificación bacteriana por su 
simplicidad y rapidez. Otro punto a su favor es el uso rutinario en la mayoría de 
laboratorios de microbiología clínica para la identificación de especies. Esto supone que, 
con un incremento mínimo de trabajo y costes, los datos generados podrían ser 
utilizados para estudios epidemiológicos. Sin embargo, en la actualidad existe una gran 
variación en los resultados obtenidos, probablemente debida a las diferentes 
condiciones de cultivo y preparación de las muestras y a los distintos enfoques utilizados 
para el análisis. Cabe esperar que la estandarización de las condiciones de análisis y la 
ampliación de las bases de datos permitan el completo desarrollo de esta técnica. 
 
1.3. Resistencia a antibióticos en Enterobacteriaceae 
Desde que en 1945, Alexander Fleming, descubriera la penicilina, el desarrollo de nuevos 
antibacterianos se ha seguido de la detección de su resistencia. El desarrollo de 
resistencia es un proceso evolutivo normal en los microorganismos, pero está siendo 
acelerado debido a la presión selectiva del uso masivo de antibióticos.  
Consecuentemente, los antibióticos se han convertido cada vez en drogas menos 
efectivas, resultando en un problema creciente y alarmante en la seguridad global ya 
que cada menos existen menos opciones terapéuticas. Hasta los años 70, se 
desarrollaron muchos antibióticos frente a los cuáles los microorganismos eran 
inicialmente sensibles. Sin embargo, las últimas clases de antibióticos fueron 
descubiertas en los años 80 (fig. 8). Es por tanto esencial, preservar los antibióticos 
existentes, para minimizar el desarrollo y la resistencia a los antibióticos disponibles en 
la actualidad. 
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Figura 8. Fechas de descubrimiento de las distintas clases de antibióticos 
(http://www.who.int/antimicrobial-resistance/en/).  
 
El estudio de la problemática de la resistencia antibiótica es muy complejo y muy 
relevante. Varios informes tanto de organismos nacionales como internacionales, 
avalan la situación que estamos viviendo en torno a la resistencia antibiótica. La OMS 
aprobó el 25/05/2015 un plan de acción en la Asamblea Mundial de Salud para afrontar 
la creciente resistencia a los antibióticos ya que sólo una cuarta parte de 133 países que 
se encuestaron contaban con estrategias diagnósticas para la detección temprana de la 
resistencia antibiótica y con planes para preservar la efectividad del uso de antibióticos 
[92]. El plan Obama publicado en marzo de 2015, incluye un presupuesto de veinte 
millones de dólares para desarrollar pruebas diagnósticas para la detección temprana 
de la resistencia bacteriana, y se recomendaba duplicar la inversión del gobierno en esta 
problemática y financiar empresas para el desarrollo de nueva tecnología y nuevos 
antibióticos [93].  La Agencia Española del Medicamento aprueba en 2014 un Plan 
Nacional de Resistencia a los Antibióticos, debido a una necesidad inmediata de frenar 
el continuo aumento de la problemática y la escasez de tratamiento alternativos, 
considerándolo uno de los mayores problemas de salud pública en la actualidad [94]. 
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1.3.1. Mecanismos de resistencia en Enterobacteriaceae 
La familia Enterobacteriaceae, es una familia heterogénea y amplia de bacilos Gram 
negativos que residen en el colon del hombre sin causar enfermedad aunque con 
frecuencia son causantes de un número considerable de infecciones, tanto en pacientes 
con inmunidad conservada como en inmunodeprimidos. El gran número de especies 
dentro de la familia de las enterobacterias conlleva una gran variabilidad de patrones de 
resistencia natural. Esta diversidad se ve, además, incrementada por la posibilidad de 
adquirir genes de resistencia tanto de microorganismos de la misma especie como de 
otras. En los próximos apartados, resumiremos, los mecanismos de resistencia más 
importantes de esta familia de bacterias, que son a su vez los que intentaremos detectar 
en los capítulos posteriores de esta tesis mediante MALDI-TOF MS.  
 
1.3.1.1. Resistencia a β-lactámicos 
Los antibióticos β-lactámicos son una amplia familia de antibióticos bactericidas y uno 
de los grupos más numerosos y de mayor utilización en clínica, que incluye las 
penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos [95]. Aunque la 
resistencia a los β-lactámicos está definida por distintos mecanismos (producción de 
enzimas, alteraciones de la permeabilidad, alteración de la diana y, presumiblemente, 
expresión de bombas de expulsión activa), el principal mecanismo de resistencia a β-
lactámicos en enterobacterias es el enzimático, por producción de las β-lactamasas.  
Las β-lactamasas se pueden clasificar en diferentes grupos, según las distintas 
clasificaciones. La clasificación de Bush K. et al [96] separa las β-lactamasas en función 
de su perfil hidrolítico y de sus inhibidores y distingue cuatro categorías y múltiples 
subgrupos. La clasificación de Ambler distingue cuatro clases de β-lactamasas en función 
de sus secuencias aminoacídicas. Las de las clases A, C y D son serina β-lactamasas y las 
de clase B son metalo-β-lactamasas dependientes de zinc (fig. 9).  
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Figura 9. Clasificación de las β-lactamasas (Bush K et al, AAC, 2010). 
 
 
La adquisición de β-lactamasas plasmídicas de clase A, denominadas de amplio espectro 
o β-lactamasas clásicas, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1, es responsable de la resistencia a 
aminopenicilinas y carboxipenicilinas y de la sensibilidad disminuida o intermedia a 
ureidopenicilinas. Las cepas portadoras de estas enzimas mantienen su sensibilidad a 
cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos.  
La producción de β-lactamasas resistentes a los inhibidores derivan también de las β-
lactamasas clásicas y se caracterizan por conferir resistencia a aminopenicilinas, 
carboxipenicilinas y ureidopenicilinas; no son sensibles a la acción de los inhibidores y 
no tienen actividad sobre el resto de β-lactámicos. Estas β-lactamasas se denominaron 
originariamente IRT (inhibitor-resistent TEM mutant) porque en su mayoría derivan de 
TEM-1 y TEM-2. Las oxacilinasas (como la OXA-1), pertenecientes a la clase D de Ambler, 
dan lugar a un fenotipo indistinguible casi del de las IRT.  
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La hiperproducción de β-lactamasa cromosómica de clase C y las AmpC plasmídicas se 
caracterizan por presentar resistencia a la práctica totalidad de β-lactámicos excepto las 
cefalosporinas de 4º generación y los carbapenémicos, aunque las diferentes 
cefalosporinas serán más o menos hidrolizadas en función del nivel de hiperproducción.  
Además, se caracterizan por ser inhibidas por substancias como cloxacilina o ácido 
borónico y ser refractarias a la inhibición por los inhibidores clásicos. 
La producción de BLEE en las bacterias gramnegativas es el mecanismo de resistencia a 
los β-lactámicos más común e importante. Son enzimas capaces de hidrolizar el anillo β-
lactámico inactivando los antibióticos. Un grupo importante de estas enzimas son las 
BLEE que tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia a penicilinas, oximino-
cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactámicos 
(aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni a carbapenémicos (imipenem, 
doripenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el ácido clavulánico. Los 
genes que las codifican se encuentran en elementos móviles que facilitan su 
diseminación y con frecuencia presentan co-resistencia a otros antibacterianos como 
aminoglucósidos, cotrimoxazol y quinolonas. Las BLEE se pueden clasificar en diferentes 
grupos. La mayoría de ellas pertenecen a la clase molecular A de Ambler.  
Las BLEE predominantes en Europa fueron inicialmente las de tipo SHV, pero a finales 
de los 80 aparece una nueva familia de BLEE, las CTX-M que se ha encontrado en 
diferentes especies bacterianas. En la década de los 90 estas enzimas se encontraron en 
distintas especies de Enterobacteriaceae produciendo brotes nosocomiales, pero a 
partir del 2000 se han convertido en las más frecuentes en la mayor parte del mundo, 
tanto en infecciones hospitalarias como de la comunidad, habiendo casi sustituido a las 
BLEE de los tipos TEM y SHV. 
La detección de las BLEE en el laboratorio no siempre es fácil, ya que depende de su 
expresión fenotípica, y esto viene condicionado por la cantidad de enzima producida por 
la bacteria, y de la presencia o no de otros mecanismos de resistencia. Su detección se 
basa en la capacidad de estas enzimas de hidrolizar las cefalosporinas de tercera y cuarta 
generación y los monobactámicos, disminuyendo por tanto la sensibilidad de la bacteria 
a estos antibacterianos que se pone de manifiesto en un incremento de las CMI o una 
disminución de los halos de inhibición cuando se realiza la técnica de difusión con discos. 
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Otra de las características de estas enzimas es que son inhibidas por el ácido clavulánico 
y que no presentan actividad hidrolítica frente a la cefoxitina, por lo que las cepas 
aparecen en el antibiograma como sensibles a este antimicrobiano cuando no coexisten 
otros mecanismos de resistencia [97].  
 
1.3.1.2. Resistencia a carbapenémicos 
Las carbapenemasas son β-lactamasas que hidrolizan la mayor parte de β-lactámicos 
incluidos los carbapenémicos. En enterobacterias se han descrito las tres clases de 
enzimas con actividad frente a carbapenémicos, las carbapenemasas de clase A (como 
por ejemplo la β-lactamasa  KPC), que suelen ser sensibles a la acción del  ácido 
clavulánico, al ácido borónico y también al avibactam, y presentan una menor actividad 
frente a meropenem que a imipenem, las de clase B (metalo-β-lactamasas como por 
ejemplo las VIM o las IMP), las cuáles no presentan actividad frente a aztreonam y su 
acción es inhibida con EDTA o ácido dipicolínico y las de clase D, como la oxacilinasa 
OXA-48, que es inhibida únicamente hasta la fecha por avibactam.  
Las enterobacterias productoras de carbapenemasas están sufriendo un alarmante 
aumento en los últimos años. Especialmente preocupante es el caso de los aislados 
productores de blaOXA-48 (fig. 10). 
Figura 10. Mapa europeo del aumento de la incidencia de enterobacterias productoras 
de carbapenemasas (http://www.eurosurveillance.org/).  
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Las carbapenemasas de clase A (grupo 2f), poseen un fenotipo con pérdida marcada de 
sensibilidad a los carbapenémicos y un perfil hidrolítico que incluye el aztreonam y en 
menor medida o inexistente a las cefalosporinas de tercera y cuarta generación. No son 
inhibidas por el EDTA pero como peculiaridad destaca la inhibición parcial por ácido 
clavulánico (mejor con tazobactam). Otras enzimas relacionadas son las de los grupos 
IMI encontradas inicialmente en diferentes especies del género Enterobacter. No 
obstante, dentro de las carbapenemasas de clase A, las que mayor importancia 
epidemiológica tienen son las denominas KPC que reciben este nombre por haberse 
encontrado inicialmente en K. pneumoniae (KPC = K. pneumoniae carbapenemases). La 
primera de estas enzimas se describió en los Estados Unidos en 1996. En España su 
aparición ha sido más tardía y no está ligada al clon ST258 [98].  
Las metalo-β-lactamasas tienen un perfil hidrolítico que incluye todos los antibióticos β-
lactámicos con la excepción del aztreonam y no se inhiben por el ácido clavulánico, 
sulbactan y tazobactam. Sin embargo se inhiben por agentes quelantes de cationes 
divalentes como el EDTA, compuestos tiólicos como el ácido 2-mercaptopropiónico, o el 
ácido dipicolínico. Con características similares se han descrito con posterioridad 
enzimas de los grupos SPM, GIM, SIM, AIM, DIM y KHM, y más recientemente la enzima 
NDM [99]. En España se han descrito tanto enzimas del tipo IMP, en P. aeruginosa y A. 
baumannii, como del tipo VIM en diferentes enterobacterias, P. aeruginosa y A. 
baumannii, siendo relevantes algunos brotes epidémicos descritos que demostraron en 
el estudio de la estructura poblacional la implicación de diferentes clones de K. 
pneumoniae, E. coli y E. cloacae [100].  
En el grupo de las OXA (clase D de Ambler y 2df de Bush y Jacoby) también se encuentran 
variantes que hidrolizan los carbapenémicos. Entre ellas destacan las variantes de los 
subgrupos OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143, OXA-237 y, en menor medida, OXA-51 
descritas en Acinetobacter spp. y sobre todo la OXA-48 descrita en enterobacterias en 
países del entorno mediterráneo [101-102]. La detección fenotípica de OXA-48 es 
compleja ya que la hidrólisis de los carbapenémicos es poco eficiente y prácticamente 
inexistente para las cefalosporinas de tercera y cuarta generación. El perfil de 
sensibilidad que confieren mantiene las características generales de las OXA al ser poco 
inhibida por el ácido clavulánico, sulbactam o tazobactam. Por ello, en un antibiograma 
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habitual de K. pneumoniae o E. coli, enterobacterias en las que mayoritariamente se ha 
encontrado la OXA-48, se mostrarían resistentes a las penicilinas y sus asociaciones con 
los inhibidores de β-lactamasas de clase A, serían sensibles a las cefalosporinas y 
mostrarían pérdida de sensibilidad a los carbapenémicos [97]. 
 
1.3.1.3. Resistencia a quinolonas 
Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos, de las cuales cabe destacar 
el ácido nalidíxico y las quinolonas fluoradas, como norfloxacino, ciprofloxacino, 
ofloxacino y levofloxacino, cuyo espectro de actividad se centra en las bacterias 
gramnegativas pero que ha ido ampliándose sobre grampositivos, anaerobios e incluso 
micobacterias con las nuevas fluoroquinolonas como moxifloxacino [103]. La actividad 
antimicrobiana de las fluoroquinolonas se basa en la inhibición de las topoisomerasas, 
la topoisomerasa II o ADN girasa y la topoisomerasa IV. Ambas son enzimas tetraméricas 
formadas por 2 subunidades, A y B, codificadas respectivamente por los genes gyrA y 
gyrB en la ADN girasa y parC y parE en la topoisomerasa IV [104,105]. 
Los principales mecanismos de resistencia descritos son consecuencia de mutaciones en 
los genes de la ADN girasa y la topoisomesasa IV; mutaciones que afectan a la expresión 
de las porinas o el lipopolisacárido, impidiendo la penetración del antimicrobiano al 
interior de la bacteria; y/o la presencia de bombas de expulsión que expulsan el 
antimicrobiano hacia su exterior. Hasta 1998 todos los mecanismos de resistencia a 
quinolonas eran cromosómicos. Sin embargo, en los últimos años se describen con 
mayor frecuencia PMQR [106,107]. Se han descrito tres determinantes plasmídicos 
asociados a resistencia: las proteínas Qnr, que protegen la diana de la quinolona, las 
bombas de expulsión activa OqxAB y QepA y la enzima AAC(6’)-Ib-cr que acetila 
ciprofloxacino y norfloxacino [107]. 
La expresión aislada de un mecanismo de PMQR puede conllevar una disminución de la 
sensibilidad a fluoroquinolonas, en ausencia de resistencia a ácido nalidíxico. Existe un 
riesgo elevado de selección de mutantes con alto nivel de resistencia en este tipo de 
cepas [108-109]. Además la asociación entre resistencia a fluoroquinolonas y resistencia 
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a otros antibióticos, especialmente β-lactámicos y aminoglicósidos, es un problema 
emergente en el manejo de este tipo de infecciones [110-111].  
 
1.4. El MALDI-TOF MS en la determinación de resistencias a antibióticos. 
Como ya hemos comentado anteriormente en esta introducción, el MALDI-TOF MS se 
ha establecido en los últimos años como una herramienta diagnóstica de primera línea 
en la identificación de patógenos infecciosos. Otras líneas que se han ido desarrollando 
posteriormente también con éxito, son la tipificación bacteriana y la detección de 
resistencias antimicrobianas.  
La principal ventaja de la tecnología MALDI-TOF MS para la detección de resistencias es 
la obtención de resultados 24 h antes que los métodos fenotípicos, incluyendo los 
automatizados, con unos valores de sensibilidad y especificidad comparables a los 
métodos moleculares. Además aunque los costes iniciales en la tecnología son altos, el 
coste por determinación es muy inferior a los métodos fenotípicos, bioquímicos o 
moleculares. Además la técnica es fácil de realizar y la automatización creciente del 
proceso está facilitando su implementación en la rutina de los laboratorios de 
microbiología clínica.  
A continuación detallaremos los hallazgos más relevantes en este campo. 
 
1.4.1. Detección directa de resistencias a través de la actividad enzimática. 
Los ensayos basados en la monitorización directa de la actividad enzimática sobre el 
antibiótico β-lactámico es el punto de partida de todos los ensayos sobre detección de 
resistencias a través de MALDI-TOF MS. Los antibióticos β-lactámicos son inactivados 
por la hidrólisis del enlace amida en el anillo β-lactámico, mediada por una molécula de 
agua. Esta molécula de agua, se añade a la nueva estructura formada, dando lugar a un 
incremento del peso molecular en 18 Da. Este cambio de masa es lo que diferencia los 
aislados sensibles de los resistentes y permite que sea monitorizado por MALDI-TOF MS. 
Además de la reacción de hidrólisis, tienen lugar reacciones espontáneas, como la 
descarboxilación, y la captación de iones de la matriz (Na y K), dando lugar a nuevos 
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cambios de masa. Los espectros proporcionados por el MALDI-TOF MS son una 
combinación de la relación relativa de intensidades de los diferentes picos de masas. Los 
patrones de picos de masa, son únicos para cada antibiótico y pueden ser utilizados para 
diferenciarlos.  
La detección directa de la actividad β-lactamasa se realiza de forma muy similar en todos 
los trabajos publicados. Un cultivo bacteriano fresco se suspende sobre un buffer de 
antibiótico y se incuba a 37ºC bajo agitación.  Una vez finalizado el tiempo de incubación, 
la mezcla se centrifuga y el sobrenadante se mide bajo la acción de una matriz adecuada. 
Después, podremos analizar el espectro obtenido.  
 
1.4.1.1. Detección de la actividad β-lactamasa  
El estudio que establece las bases de la detección directa de la resistencia a antibióticos 
β-lactámicos fue publicada por Sparbier et al [112]. Incluye la descripción 
espectrofotométrica de ampicilina, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima, ertapenem, 
imipenem y meropenem y sus productos de hidrólisis (fig. 11). El perfil de los picos de 
masas de estas moléculas antes y después de la hidrólisis es lo suficientemente diferente 
en todos los casos para discriminar entre aislados sensibles y resistentes. El tiempo de 
incubación para los aislados fue de 3 horas. Los espectros se calibraron con un estándar 
interno que consiste en bradiquinina (1-5) y bradiquinina (1-7) (Sigma-Aldrich, 
Alemania) más la matriz, HCCA. Introduce también la posibilidad de utilizar inhibidores 
en la reacción (ácido clavulánico, tazobactam y ácido 3-aminofenilborónico) para 
identificar la clase de β-lactamasa y su futura aplicabilidad sobre muestras clínicas como 
los hemocultivos.  
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Figura 11. Masas correspondientes  a los antibióticos ampicilina, piperacilina, 
cefotaxima, ceftazidima, ertapenem, meropenem e imipenem y sus correspondientes 
metabolitos hidrolizados. (Sparbier K et al, JCM, 2014) 
 
 
Jung J. et al validó un procedimiento utilizando 100 hemocultivos para detectar la 
resistencia a cefalosporinas de 3ª generación en Enterobacteriaceae y para la resistencia 
a aminopeniclinas en E. coli [113]. Se utilizó para ello la cefotaxima y la ampicilina. El 
tiempo de incubación se estableció en 90 min. Para el análisis de datos se utilizó un 
programa automatizado ad hoc. Los resultados se exponen en un diagrama de cajas con 
el cálculo del valor logRQ, o ratio de hidrólisis, entre la forma hidrolizada y sin hidrolizar. 
Las limitaciones fundamentales para la detección de la la actividad β-lactamasa 
mediante MALDI-TOF MS, es la elección de un antibiótico universal marcador de la 
resistencia, la disminución del tiempo de reacción que está entre 90 y 180 min según el 
tipo de antibiótico utilizado y el uso de un programa automatizado para la interpretación 
de espectros que facilite la implementación clínica de la técnica. 
 
1.4.1.2. Detección de la actividad carbapenemasa 
Hrabak et al utilizan una serie de 124 cepas incluyendo Enterobacteriaceae y P. 
aeruginosa para detectar la resistencia a carbapenems utilizando meropenem como 
indicador [114]. Las enzimas carbapenemasas representados son IMP, VIM, NDM y KPC. 
Las bacterias se incubaron durante 3 h en un buffer con una solución de meropenem y 
se utilizó DHB para facilitar la detección de los productos de hidrólisis. Sin embargo la 
utilización de DHB como matriz, da lugar a unas preparaciones heterogéneas, 
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complicando la adquisición automática del espectro [115]. Este ensayo ha sido mejorado 
en dos ocasiones, la primera con la adición del 0.01% de SDS que permite disminuir la 
concentración de bacteria [116] y con la modificación del buffer de reacción, 
incorporando NH4HCO3, que permite la detección de los productos de degradación 
producidos por aislados portadores de OXA-48 sin disminuir la sensibilidad en la 
detección del resto de enzimas [117]. 
Burckhardt et al utilizaron una incubación con ertapenem para detectar la resistencia a 
carbapenémicos [118]. Los aislados portaban enzimas de tipo NDM-1, VIM-1, VIM-2, 
KPC-2 y IMP. Se estableció una incubación de 1 a 2.5 h.  Johansson et al emplearon 
también el ertapenem para detectar la resistencia a carbapenémicos en 
Enterobacteriaceae y P. aeruginosa con tiempos de reacción desde 15 min para aislados 
de tipo KPC a 120 min para las metalo-β-lactamasas [119]. Los aislados de OXA-48 
necesitaron una incubación prolongada de 24 h para hidrolizar el ertapenem.  
Kempf et al utilizaron el imipenem como un indicador de la resistencia a carbapenémicos 
en 106 aislados de A. baumannii [120]. Se calcula el ratio de hidrólisis del imipenem 
después de un tiempo de incubación de 4 horas con excelentes valores de sensibilidad 
y especificidad (100%). Sauget et al detectaron aislados productores de OXA-48 en una 
incubación de 90 min con imipenem en una serie de 372 aislados [121], utilizando una 
ligera modificación en la metodología descrita por Kempf et al. Un ensayo de 30 min 
para imipenem en Enterobacteriaceae es descrito por Laserre et al sobre un total de 223 
aislados [122]. Se utilizó un ratio ≥0.82 para clasificar los aislados entre sensibles y 
resistentes con un 99% de sensibilidad y un 100% de especificidad. 
Monteferrante et al. [123] intentaron estandarizar el método de detección de 
carbapenemasas. Para ello compararon una serie de parámetros, como el antibiótico 
utilizado, ertapenem e imipenem, el uso de un inóculo bacteriano constante en el 
ensayo y la posibilidad de realizar un paso de lisis bacteriana. El uso de imipenem como 
antibiótico marcador de la resistencia, el ajuste a un 3.0 McFarland del inóculo antes de 
comenzar el ensayo y la introducción de un paso previo de lisis bacteriana, con el agente 
B-PER II (Thermo Fischer Scientific) condujeron a un 100% de sensibilidad y especificidad 
de los resultados (fig. 12). 
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Figura 12. Porcentaje de hidrólisis de una serie de bacilos Gram negativos en función 
de su mecanismo de resistencia y de la realización o no de un paso de extracción 
previo. (Monteferrante CG et al, JAC, 2016) 
 
 
 
El método MALDI-TOF MS para la detección de la actividad hidrolítica ha sido aplicado 
para diferentes antibióticos y una amplia variedad de microorganismos como 
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumannii portadores de diferentes tipos de β-
lactamasas. La metodología utilizada es bastante similar en todos los ensayos, habiendo 
pequeñas variaciones como la posibilidad de introducir un paso previo de lisis en el 
protocolo [116-124] y la utilización de diferentes buffers de reacción, desde agua hasta 
hidrógeno citrato de sodio [112], Tris-HCl [114] y bicarbonato de amonio [117]. Los 
hemocultivos también se han testado con excelentes resultados, aplicando un 
procedimiento de extracción proteica (Sepsityper Kit, Bruker Daltonik GmbH Germany) 
para obtener un pellet bacteriano, sobre el que llevar a cabo el ensayo de hidrólisis. Sin 
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embargo, aún se necesita una estandarización del proceso, con el uso de una 
metodología universal, no dependiente del microorganismo, con un único antibiótico 
marcador para la detección de la resistencia y un programa automatizado que facilite la 
interpretación de los espectros, para que la determinación de la resistencia al igual que 
la identificación se pueda convertir en una técnica de rutina en los laboratorios de 
microbiología clínica.  
El ensayo MALDI-TOF MS para la detección directa de la actividad β-lactamasa es una 
herramienta con un gran potencial para convertirse en un método de rutina en los 
laboratorios de microbiología clínica, con numerosos estudios validados y listos para la 
implementación clínica [125] (fig. 13). Además es un método que aporta ventajas como 
la rapidez y la sencillez del ensayo. 
 
Figura 13.  Espectro del Meropenem después de la hidrólisis con una carbapenemasa 
de tipo VIM-1. 
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1.4.1.3. Detección de enzimas modificantes de aminoglucósidos 
Zimmermann et al desarrollaron un método para detectar resistencia a aminoglicósidos 
en bacilos gramnegativos mediada por N-acetiltransferasas en menos de 3 h mediante 
LC-ESI-TOF, pero no pudo detectarse mediante MALDI-TOF MS [126]. Los aislados 
habían sido previamente caracterizados con el gen de resistencia AAC-6’. No se han 
realizado más ensayos considerando la resistencia a aminoglicósidos, por lo que sería 
necesario investigaciones más exhaustivas.  
 
1.4.2.   Detección de la resistencia a través del perfil proteico bacteriano 
Esta aplicación de MALDI-TOF MS se basa en la diferenciación de los microorganismos 
sensibles y resistentes de una misma especie a través de sus espectros, ya que la 
presencia de genes responsables de la resistencia se refleja en la expresión de proteínas 
produciéndose picos característicos en el espectro. Se ha utilizado con éxito en algunos 
estudios, aunque en general no están lo suficientemente optimizados y validados, no 
siendo aptos por el momento para realizar en la mayoría de los laboratorios clínicos. 
 
1.4.2.1. Detección de S. aureus resistente a meticilina (SARM) 
Con este fundamento se ha estudiado la capacidad de MALDI-TOF MS para detectar 
SARM, con resultados muy diferentes de un estudio a otro, no concluyentes y que son 
más útiles para caracterizar clonalmente cepas de S. aureus en brotes nosocomiales, 
que para la detección de la resistencia a meticilina [127-131]. 
Josten M et al detectan un pequeño péptido denominado PSM-mec excretado por las 
cepas agr positivas de SARM que se puede detectar mediante EM a una m/z de 2415 Da 
[132].  En esta línea Rhoads DD et al realizan un ensayo sobre S. aureus para detectar la 
resistencia a meticilina utilizando como marcador el pico de masas anteriormente 
descrito (fig. 14). Concluyen que el ensayo tiene una sensibilidad del 40% para la 
detección de SARM con una especificidad del 100% [133]. La detección de este pico de 
masas puede realizarse en la rutina sin coste, ni tiempo adicional para la identificación, 
conviertiéndose en uno de los mayores avances en la detección de SARM.  
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Figura 14.  Espectro de S. aureus resistente a la meticilina con el gen mecA (arriba) con 
el pico de masa a 2415 Da frente a un S. aureus sensible a meticilina. 
 
 
1.4.2.2. Detección de Enterococcus faecium resistente a vancomicina 
Griffin et al describen la diferenciación de E. faecium portador del gen vanB, responsable 
de la resistencia a glicopéptidos, a partir de la creación de un modelo estadístico basado 
en los espectros obtenidos tras extracción con ácido fórmico [134] (fig. 15). La validación 
prospectiva de los resultados demostró una sensibilidad y especificidad del 96.7% y 
98.1%, respectivamente. Más recientemente, Nakano et al han evaluado la capacidad 
de MALDI-TOF MS para diferenciar de E. faecium vanA-positivo (61 aislamientos) de E. 
faecium vanA-negativo (71 aislamientos) utilizando para analizar los espectros tres 
algoritmos diferentes de ClinProTools v.2.2., obteniendo una sensibilidad y especificidad 
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superiores al 90% [135]. Los aislamientos pertenecen a la misma área geográfica, por lo 
que podrían estar relacionados clonalmente, condicionando los resultados obtenidos. 
 
Figura 15.  Espectro de E. faecium VanB positivo (verde) frente a VanB negativo (rojo) 
(Griffin PM et al, JCM, 2012). 
 
 
1.4.2.3. Detección de Bacteroides fragilis portador del gen cfiA 
Wybo et al consiguieron diferenciar 248 cepas clínicas que se agruparon en dos cluster 
bien diferenciados (uno con el gen cfiA, codificante para carbapenemasas, y el otro no) 
en un dendrograma, calculado a partir de sus perfiles proteicos [136] (fig. 16). Nagy et 
al utilizando 28 cepas (9 portadoras del gen cfiA y 19 no portadoras), validaron un 
método basado en la presencia o ausencia de una serie de picos en el espectro obtenido 
por MALDI-TOF MS en el intervalo 4000-5500 Da, consiguiendo una precisión del 100% 
[137]. Johansson et al aplicaron con éxito esta metodología para detectar la presencia 
de B. fragilis portador del gen cfiA directamente a partir de hemocultivos [138]. Estos 
resultados sugieren que MALDI-TOF MS puede ser una herramienta útil para la rápida 
detección de este mecanismo de resistencia en cepas de B. fragilis. 
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Figura 16.  Matriz de correlación para diferenciar B. fragilis cfiA positivos de negativos. 
(Wybo I. et al, JCM, 2011). 
 
 
1.4.2.4. Detección directa de β-lactamasas 
La detección directa de β-lactamasas en cepas de E. coli resistentes a ampicilina por 
medio de la tecnología MALDI-TOF MS fue realizada por primera vez por Camara et al 
[139], que consiguieron identificar en el espectro de extractos proteicos obtenidos a 
partir cultivos bacterianos en caldo un pico de aproximadamente 29kDa específico de la 
β-lactamasa. Sin embargo, Schaumann et al no pudieron diferenciar de manera fiable 
aislamientos de Enterobacteriaceae y P. aeruginosa productores y no productores de β-
lactamasas [140], aplicando el mismo protocolo utilizado para identificación bacteriana, 
en un intento de integrar el screening de estas enzimas en el flujo de trabajo de rutina. 
Más recientemente Papagiannitsisi et al han detectado en los espectros obtenidos a 
partir de extractos proteicos periplásmicos de Enterobacteriaceae productoras de 
cefalosporinasa tipo CMY-2 un pico específico de 39,850 kDa, en un ensayo que podría 
tener potencial para detectar otras β-lactamasas de tipo AmpC [141]. 
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1.4.2.5.  Detección de K. pneumoniae con pérdida de porina OmpK36 
La pérdida o expresión reducida de la porina OmpK36 en K. pneumoniae puede tener un 
papel importante en la resistencia a carbapenemes. Cai et al investigaron mediante 
MALDI-TOF MS la pérdida de esta proteína en ocho aislamientos de K. pneumoniae y un 
aislamiento de K. oxytoca resistentes a carbapenemes, identificando dos picos, de 
38.000 Da y 19.000 Da como indicadores de la presencia de la porina OmpK36 [142]. Los 
autores concluyen que es necesario estudiar más cepas para establecer la robustez del 
análisis y validar este método.  
 
1.4.3. Detección de la resistencia a través de la medida de los efectos antibióticos 
ejercidos sobre la bacteria. 
 
1.4.3.1. Perfil de resistencia cuantitativo 
Se trata de un ensayo basado en la comparación de los espectros derivados de aislados 
bacterianos idénticos cultivados en la presencia y ausencia de un antibiótico. Lange et 
al describió este ensayo por primera vez relacionando las intensidades de los picos con 
el crecimiento bacteriano en presencia de un antibiótico [143]. Los aislados resistentes 
presentan el mismo espectro antes y después de la incubación con el antibiótico, 
presentando un crecimiento relativo de 1. Los aislados sensibles, muestran un descenso 
en las intensidades del patrón de picos de masas, siendo el crecimiento relativo sobre 
0.4. El método está optimizado para la detección de la resistencia al meropenem en 
Klebsiella sp. con un tiempo de incubación de 2 h. La mayoría de las cepas analizadas 
eran del tipo KPC, y no se encontraron resultados positivos para los aislados de tipo OXA-
48. Es un método prometedor ya que proporciona una evaluación automática de los 
espectros y puede ser en principio universalmente aplicable. Jung J et al  [144] continuó 
con el desarrollo de este ensayo aplicándolo directamente sobre hemocultivos 
estudiando la resistencia a los antibióticos piperacilina-tazobactam, cefotaxima, 
gentamicina y ciprofloxacino (fig. 17). La identificación de la bacteria y la susceptibilidad 
antibiótica es posible en un tiempo de unas 4 horas desde que el hemocultivo es 
positivo.  
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Figura 17.  Determinación de la resistencia a gentamicina, midiendo el crecimiento 
relativo de una serie de aislados después de una incubación de 3 h. (Jung J. et al, JCM, 
2016). 
 
 
 
1.4.3.2. Perfiles de resistencia en levaduras 
Marinach C. et al monitorizó el proteoma de Candida albicans en la presencia de 
diferentes concentraciones de fluconazol, con un tiempo de incubación de 15 h. Los 
espectros de las levaduras se adquirieron para diferentes niveles de antibióticos [145]. 
La concentración más baja a la que se detecta un cambio en el perfil del espectro, se 
define como MPCC. La comparación de las MPCCs con la CMI determinada por el CLSI 
reveló un alto nivel de concordancia. De Carolis E. et al [146] aplicó la misma 
metodología con algunas modificaciones a Candida y Aspergillus sp. para testar la 
susceptibilidad a caspofungina. Los aislados con el antifúngico se incubaron durante 15 
h. Para analizar los resultados, se utilizó el CCI como herramienta estadística. Esta 
herramienta dispone los resultados en forma de una matriz, en la que cada espectro 
obtenido para cada concentración se compara con las concentraciones máxima y 
mínima. Los valores de CCI van desde 0 indicando que los espectros son totalmente 
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diferentes hasta 1 que indicaría la máxima similitud. Esta matriz, permite la 
determinación de la MCC para caspofungina de todos los aislados. Vella et al 
demostraron que el tiempo de reacción podía reducirse hasta 3 horas [147]. Para ello 
los aislados se incubaron a 3 concentraciones diferentes, sin antifúngico, en la 
concentración del punto de corte y a concentración máxima. Se comparó el espectro 
obtenido en el punto de corte con los obtenidos sin antifúngico y con la concentración 
máxima de éste. El análisis informático se realizó a través del análisis de correlación. 
Saracli MA et al describen la detección de la resistencia a los triazoles (fluconazol, 
voriconazol y posaconazol) entre Candida sp. a través de MALDI-TOF MS [148]. Para ello 
incuban los aislados durante 16 h a tres concentraciones diferentes, sin antifúngico, en 
la concentración del punto de corte clínico por CLSI o punto de corte epidemiológico y a 
concentración máxima. De nuevo se utilizan los valores CCI para calificar los aislados 
como sensibles o resistentes. Los valores de sensibilidad comparados con el método CLSI 
para la determinación de la susceptibilidad a antifúngicos varían entre un 54% y un 97%, 
y la reproducibilidad del ensayo entre el 54% y el 83% para las distintas especies.  
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo general 
El objetivo de esta tesis es el desarrollo de métodos rápidos proteómicos para la 
detección de bacterias resistentes a los antibióticos, mediante el uso del MALDI-TOF MS. 
El uso de esta tecnología para la determinación de resistencias está aún en una fase 
inicial de desarrollo, por lo que queremos contribuir a la mejora y estandarización de 
estas técnicas para su posible implementación en la práctica asistencial. 
La expansión de las resistencias antibióticas, junto con el escaso desarrollo de nuevos 
antimicrobianos, hace que la búsqueda de nuevas estrategias para detectar y controlar 
de forma rápida las bacterias resistentes a los antibióticos, sea un objetivo de máxima 
importancia para los microbiólogos.  
Con este propósito, hemos intentado buscar nuevas aplicaciones que permitan la 
detección rápida de resistencias bacterianas de un modo coste-efectivo para los 
laboratorios de microbiología clínica. En esta línea hemos apostado por la tecnología 
MALDI-TOF MS, por ser una tecnología reciente y con grandes posibilidades de 
expansión, y que además está siendo implantada ya en prácticamente todos los 
laboratorios de microbiología clínica. Si bien es cierto, que su principal aplicación es la 
identificación bacteriana, hemos comprobado que son más sus posibles aplicaciones.  
La gran ventaja de la tecnología MALDI-TOF MS es que ya está disponible en los 
laboratorios, por lo que no habría que hacer un gasto extra en tecnología, sino que es 
posible aplicar el mismo equipo para más de un uso. La metodología es fácil de realizar, 
la susceptibilidad antibiótica se obtiene rápidamente, pudiendo aplicarse como una 
técnica rápida, tiene grandes posibilidades de automatización y además presenta unos 
valores de sensibilidad y especificidad comparables a los métodos moleculares. En la 
actualidad existen grandes limitaciones en la aplicación de estas técnicas, como la 
estandarización y simplicación de la metodología, la aplicación en muestras clínicas y la 
interpretación de los resultados. 
En esta tesis, he pretendido desarrollar métodos rápidos, fáciles de aplicar, al alcance 
de cualquier laboratorio asistencial y con gran impacto clínico que resuelvan las 
limitaciones anteriores y expandan el uso de esta metodología. Nos centraremos 
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fundamentalmente, en poder detectar los mecanismos de resistencias más frecuentes 
en bacilos Gram negativos, especialmente en Enterobacteriaceae. 
 
2.2. Objetivos específicos 
I. Detección de β-lactamasas de espectro extendido BLEE en Enterobacteriaceae 
directamente de hemocultivos. 
Las enzimas β-lactamasas ejercen un efecto hidrolítico sobre el anillo β-lactámico 
del antibiótico alterando su estructura e incrementando la masa del mismo en 
18 Da. Las bacterias susceptibles y que por tanto no porten ningún mecanismo 
de resistencia, no producirán ningún cambio en el antibiótico, por lo que esté se 
mantendrá intacto, observándose el mismo espectro de masas. Por el contratio, 
en las bacterias portadoras de una enzima β-lactamasa se producirá un cambio 
detectable en el espectro. Para evaluar la aplicabilidad de esta técnica, se estudió 
el seguimiento de esta reacción mediante MALDI-TOF MS sobre una serie de 
aislados clínicos portadores de distintas enzimas β-lactamasas directamente 
desde el hemocultivo. Se evaluó el tiempo de reacción en función del antibiótico 
marcador utilizado para detectar la resistencia y del mecanismo de resistencia 
implicado. Se valoró también la utilidad de emplear un inhibidor de la reacción, 
el ácido clavulánico, para confirmar la presencia de aislados portadores de BLEE. 
 
II. Detección rápida de Enterobacteriaceae productoras de OXA-48 mediante 
MALDI-TOF MS.  
Los aislados productores de blaOXA-48 se caracterizan por poseer CMI bajas a los 
antibióticos carbapenémicos, por lo que son difícilmente detectables por la 
mayor parte de métodos fenotípicos. La necesidad de un método con alta 
sensibilidad y especificidad para la detección de estos aislados y con posible 
implementación clínica condujo al desarrollo de este trabajo. Se evaluó la 
capacidad del MALDI-TOF MS para detectar carbapenemasas, con especial 
énfasis en la detección de enzimas de tipo OXA-48, utilizando el ertapenem como 
antibiótico marcador de la resistencia. Además, se valoró la introducción de un 
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nuevo antibiótico en EM, la temocilina, como marcador de resistencia de estas 
enzimas. 
 
III. Desarrollo de un protocolo universal para la detección rápida y automatizada de 
bacilos Gram negativos productores de carbapenemasas directamente de 
hemocultivos mediante MALDI-TOF MS. 
La detección de aislados productores de carbapenemasas directamente desde el 
hemocultivo era un objetivo de máximo interés clínico. La existencia de distintos 
protocolos para esta determinación con resultados no demasiado 
prometedores, nos llevó al objetivo de este trabajo que fue el desarrollar una 
metodología universal para bacilos Gram negativos con un procesamiento 
automatizado de los resultados obtenidos de los espectros de masas, 
proporcionando un resultado de susceptibilidad antibiótica a antibióticos 
carbapenémicos, sin necesidad de interpretación visual del espectro.  
 
IV. Detección de la actividad carbapenemasa en Enterobacteriaceae y A. baumannii 
a través de la combinación de imipenem-avibactam mediante MALDI-TOF MS. 
La acción inhibitoria de ciertos compuestos frente a los antibióticos β-lactámicos, 
como el avibactam es bien conocida. La ceftazidima-avibactam, ha demostrado 
una fuerte actividad inhibitoria sobre Enterobacteriaceae produtora de β-
lactamasas de clase A y C y también en menor medida sobre clase D. En este 
trabajo nuestro objetivo es evaluar si la combinación imipenem-avibactam es útil 
para detectar carbapenemasas mediante MALDI-TOF MS. Para ello utilizamos 
una serie de aislados clínicos productores de carbapenemasas en 
Enterobacteriaceae y A. baumannii. 
 
V. Detección rápida del determinante de resistencia AAC(6’)-Ib-cr mediado por 
plásmidos  en Enterobacteriaceae a través de MALDI-TOF MS. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar si la tecnología MALDI-TOF MS es capaz 
de detectar otros mecanismos de resistencia enzimáticos que no sean 
hidrolíticos como los producidos por enzimas β-lactamasas. Para ello nos 
propusimos demostrar la detección de la actividad acetilasa de la enzima 
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AAC(6’)-Ib-cr sobre ciprofloxacino y norfloxacino en una serie de aislados 
clínicos, siguiendo mediante EM la reacción de acetilación que incrementa la 
masa molecular del antibiótico en 43 Da.  
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3. CAPÍTULOS 
CAPÍTULO 3.1. 
Artículo 1. Detección rápida de Enterobacteriaceae productoras de β-lactamasas de 
espectro extendido directamente sobre hemocultivos mediante Matrix-assisted Laser 
Desorption Ionization-time of Fligh Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) 
En los bacilos Gram negativos, especialmente en Enterobacteriaceae, la resistencia 
conferida por las β-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) es el tipo más prevalente 
de resistencia a β-lactámicos. En concreto, la familia de enzimas de tipo CTX-M, se ha 
convertido en la más prevalente en el mundo, reemplazando a las enzimas de tipo TEM 
y SHV. Este problema se ha convertido en un reto para los microbiólogos, que se han 
propuesto el desarrollo de nuevos métodos para detectar este tipo de resistencia lo 
antes posible y poder adecuar la terapia antibiótica que se va a administrar. 
El MALDI-TOF MS ha comenzado a utilizarse como una nueva herramienta para detectar 
la resistencia antibiótica, monitorizando los espectros de masas de los antibióticos 
objeto de estudio.  En el caso de las enzimas β-lactamasas, éstas ejercerán un efecto 
hidrolítico sobre el anillo β-lactámico del antibiótico, alterando su estructura e 
incrementándose la masa del mismo en 18 Da. Este cambio de masas del antibiótico, 
permite que podamos monitorizar la reacción a través del MALDI-TOF MS. 
En este trabajo evaluamos si el MALDI-TOF MS es capaz de detectar directamente desde 
el hemocultivo positivo, aislados clínicos productores de BLEEs a través del seguimiento 
de la reacción de hidrólisis ejercida por la bacteria sobre el antibiótico. Para ello, el 
estudio se dividió en dos fases. Una fase inicial de optimización del método y una 
segunda fase de validación en muestras clínicas. 
En la primera fase, con el propósito de optimizar el método, se utilizaron 10 cepas 
isogénicas de E. coli, expresando diferentes β-lactamasas, tanto penicilinasas, como tipo 
AmpC o BLEE. Los antibióticos marcadores para estudiar la resistencia fueron cefotaxima 
y ceftazidima y se utilizó el ácido clavulánico como inhibidor de la resistencia de tipo 
BLEE, para confirmar su presencia en los aislados. La reacción se incubó a distintos 
tiempos de reacción, 60, 90, 120 y 180 min.  
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Las enzimas más rápidas en hidrolizar los antibióticos fueron las CTX-M-14, CTX-M-15, 
CTX-M-32, y FOX-4 que alcanzaron una hidrólisis completa de cefotaxima en 60 min. Las 
enzimas de tipo SHV-12 y DHA-7 alcanzaron una hidrólisis parcial. La incubación durante 
menos tiempo no fue capaz de proporcionar resultados positivos para ninguno de los 
aislados. La enzima CMY-2, que es la AmpC más prevalente en nuestra área, necesitó un 
tiempo de reacción de al menos 2 horas.  
En cuanto a la ceftazidima, los primeros resultados positivos los encontramos a los 60 
min para las enzimas SHV-12 y DHA-7, que muestran tan sólo una hidrólisis parcial del 
antibiótico. No es hasta los 120 min que comienzan a aparecer las primeras hidrólisis 
completas para las enzimas SHV-12 y CTX-M-15.  
La ceftazidima es por tanto un antibiótico marcador con tiempos de detección más 
largos y con un mayor número de falsos negativos. Por eso, para la aplicación clínica del 
método, elegimos en primer lugar la cefotaxima como marcador de la resistencia. 
Además, las enzimas CTX-M son las enzimas más prevalentes en nuestra área y el tiempo 
de reacción es el más corto de los estudiados. En el caso de un resultado negativo, se 
testaría la ceftazidima utilizando un tiempo de incubación de 2 horas.  
Una vez optimizado el método, se procedió a la validación clínica del ensayo sobre 128 
hemocultivos positivos, previamente inoculados con aislados clínicos obtenidos en el 
Complejo Hospitalario Universitario A Coruña y sobre 13 muestras clínicas de 
hemocultivos positivos obtenidos de pacientes bacteriémicos. Los resultados obtenidos 
mediante MALDI-TOF MS se correlacionaron con los obtenidos mediante métodos 
fenotípicos y caracterización genotípica.  
El proceso de extracción bacteriana del aislado clínico desde el hemocultivo, se basó en 
el proceso de extracción utilizado para la identificación bacteriana usando el MALDI 
Sepsityper Kit (Bruker Daltonik, Germany), con ligeras modificaciones. El proceso de 
lavado se realizó por duplicado, para asegurarnos de que el pellet bacteriano estuviera 
completamente limpio y sin restos celulares. Una vez obtenido el pellet, se hizo una pre-
incubación con lisozima, para facilitar la lisis bacteriana y que la enzima fuese liberada 
al medio más rápidamente. El siguiente paso fue ya la incubación con la solución 
antibiótica de cefotaxima y cefotaxima/clavulánico en paralelo durante 60 min y 
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posterior lectura en el equipo. En caso de un resultado negativo, se tesó la ceftazidima 
y ceftazidima/clavulánico, también en paralelo durante 120 min.  
Los resultados obtenidos mediante el ensayo MALDI-TOF MS muestran una sensibilidad 
del 99% para aislados productores de BLEE y un 83% para productores de AmpC, con 
una especificidad del 100 % en ambos casos.  
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CAPÍTULO 3.2. 
Artículo 2. Detección rápida de Enterobacteriaceae productoras de OXA-48 mediante 
Matrix-assisted Laser Desorption Ionization-time of Fligh Mass Spectrometry (MALDI-
TOF MS) 
Las enterobacterias productoras de carbapenemasas están sufriendo un alarmante 
aumento en los últimos años. Especialmente preocupante es el caso de los aislados 
productores de OXA-48. Estos aislados se caracterizan por poseer CMI bajas a los 
antibióticos carbapenémicos, por lo que son difícilmente detectables por la mayor parte 
de métodos fenotípicos. El MALDI-TOF MS ya ha sido aplicado con éxito para la 
detección de resistencias a antibióticos β-lactámicos, como los aislados productores de 
BLEE o carbapenemasas. Sin embargo aún no se ha desarrollado ningún método que 
detecte de forma rápida los aislados portadores de OXA-48. 
El objetivo de este trabajo era evaluar si la tecnología MALDI-TOF MS puede ser válida 
para detectar y clasificar aislados productores de carbapenemasas de forma rápida y 
eficiente, con especial énfasis en los aislados productores de OXA-48. 
Para ello nos propusimos utilizar el ertapenem como antibiótico marcador de la 
resistencia, ya que el meropenem presenta picos de masas muy próximos a los de la 
matriz, lo que dificultaría su lectura e interpretación y el imipenem no presenta picos de 
hidrólisis del antibiótico por lo que el seguimiento de la reacción y la evaluación de 
resultados es más compleja. Se utilizó también, el ácido fenilborónico y dipicolínico 
como inhibidores de los grupos A y B de carbapenemasas respectivamente. Por último, 
ya que no se dispone de un inhibidor específico de carbapenemasas de grupo D, se 
propuso el uso de la temocilina como un marcador de resistencia, ya que estos aislados 
muestran altos niveles de resistencia a este antibiótico.  
Para ello se utilizaron un total de 161 aislados caracterizados genotípicamente, de los 
que 117 portaban una enzima carbapenemasa. Además de la caracterización genotípica, 
los resultados obtenidos mediante MALDI-TOF MS, se compararon con los obtenidos 
mediante el método de disco difusión (Rosco Diagnostica, Dinamarca) con discos de 
meropenem combinados con inhibidores (ácido fenilborónico y dipicolínico) y 
temocilina.  
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El ensayo MALDI-TOF MS se realizó sobre aislados bacterianos tras el cultivo. Se estudió 
la hidrólisis del ertapenem en parelelo con el ertapenem más inhibidores, y también la 
temocilina. Para ello se empleó una solución antibiótica constituída por el antibiótico 
más un buffer de reacción, en el que se incluye el bicarbonato de amonio, el cuál facilita 
la reactividad de las enzimas OXA-48, sin afectar al resto de enzimas y el SDS que facilita 
la lisis bacteriana, con el fin de acelerar la reactividad enzimática. Se estudiaron tiempos 
de reacción de 15, 30, 60, 90 y 180 min. 
La interpretación del espectro del ertapenem se realizó según Sparbier et al y la 
interpretación del espectro de temocilina se propone por primera vez. Para la 
clasificación como carbapenemasa de grupo A, se tiene que producir la hidrólisis de 
ertapenem y la recuperación inicial de los picos del antibiótico cuando se le añade ácido 
fenilborónico. Para la clasificación como carbapenemasas de grupo B, se tiene que 
producir la hidrólisis del ertapenem y la recuperación de los picos cuando se le añade 
ácido dipicolínico. Para la clasificación como carbapenemasa de grupo D, se tiene que 
producir la hidrólisis del ertapenem y además esta hidrólisis no se puede ver inhibida 
por ninguno de los inhibidores.  
Ninguno de los aislados no productores de carbapenemasas resultaron positivos en el 
ensayo MALDI-TOF MS, ni siquiera aquellos con resistencia fenotípica a 
carbapenémicos.  De entre los aislados productores de carbapenemasas la sensibilidad 
es de 98%, siendo únicamente los aislados no detectados, dos Enterobacter cloacae 
productores de IMP-22.  
Los aislados productoras de enzimas de tipo VIM fueron los más rápidos hidrolizando el 
ertapenem, con un tiempo medio de 30 min. Los aislados más lentos fueron los 
portadores de enzimas de tipo IMP, con un tiempo medio de 80 min. El ácido 
fenilborónico y dipicolínico permitieron clasificar adecuadamente todos los aislados 
como pertenecientes al grupo A y B de carbapenemasas con un 100 % de especificidad. 
El tiempo medio de hidrólisis del ertapenem para los aislados productores de OXA-48 
fue de 60 min. Todos los aislados fueron además resistentes a la temocilina y el MALDI-
TOF MS fue capaz de detectar esta resistencia en 15 min. La resistencia a temocilina fue 
también observada en 24 productores de metalo-β-lactamasas y en un aislado 
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productor de CTX-M.  Sin embargo el tiempo requerido para hidrolizar la temocilina y 
posterior detección mediante el MALDI-TOF MS es más largo para estos aislados que 
para los productores de OXA-48, sirviendo este marcador como pronóstico. Debido a 
esto, podemos concluir que en áreas de alta prevalencia de enzimas de tipo OXA-48, la 
realización de un ensayo de hidrólisis de temocilina y detección mediante MALDI-TOF 
MS, tiene una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 93 % para un test con un 
tiempo de incubación de 15 min.  
Comparando los resultados obtenidos mediante MALDI-TOF MS con el método de disco-
difusión, la sensibilidad y especificidad para los grupos A y D de carbapenemasas, el 
100% en ambos métodos. Sin embargo, para el grupo B la sensibilidad del disco-difusión 
es del 80% siendo para el MALDI-TOF MS del 96%. 
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CAPÍTULO 3.3. 
Artículo 3. Protocolo universal para la detección rápida y automatizada de bacilos 
Gram negativos productores de carbapenemasas directamente de hemocultivos 
mediante Matrix-assisted Laser Desorption Ionization-time of Fligh Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) 
El reciente incremento en el número de aislados portadores de carbapenemasas tanto 
en Enterobacteriaceae, P. aeruginosa como A. baumannii, ha provocado una alarma 
sanitaria con el fin de intentar frenar su diseminación y detectar de forma temprana esta 
resistencia. Los carbapenémicos son los β-lactámicos con el espectro más amplio de 
actividad, incluyéndose habitualmente estos antibióticos, sólos o en combinación, para 
el tratamiento de los pacientes bacteriémicos y con sepsis acompañante. Es por esto, 
que el desarrollo de métodos de detección temprana de carbapenemasas es muy 
necesario. 
El objetivo de este trabajo era presentar un nuevo método universal para detectar 
bacilos Gram negativos, ya sean fermentadores o no fermentadores, productores de 
carbapenemasas en hemocultivos. El estudio se dividió en dos partes, una primera parte 
de optimización de las condiciones de reacción y una segunda parte, en la que se 
desarrolló un protocolo para detectar la presencia de carbapenemasas directamente de 
los hemocultivos positivos con la metodología previamente optimizada.  Como 
antibiótico marcador de la resistencia a carbapenémicos se utilizó el imipenem y para la 
interpretación de los espectros se utilizó un nuevo software automatizado el MALDI-TOF 
Biotyper (MBT) Compass Software en el Selective Testing of Antibiotic Resistance β-
lactamase (STAR-BL). 
La primera parte del estudio consistió en una optimización del método para conseguir 
una reactividad óptima. Para ello, se evaluaron diferentes buffers de reacción a 
diferentes pH, como el Tris-HCl pH=7, el citrato de amonio pH=6 y el bicarbonato de 
amonio pH=8, ya que la reactividad enzimática se ve muy afectada por el medio. 
También se evaluó la presencia de Zn2+ en el medio de reacción, ya que la reactividad de 
las metalo-β-lactamasas parece verse favorecida por la adición de pequeñas cantidades 
de este catión divalente. Por último, nos propusimos valorar la posibilidad de introducir 
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un paso de lisis bacteriana, comparando dos metodologías diferentes, el uso de SDS en 
el medio de reacción o la introducción de un paso de pre-lisis con el reactivo comercial 
B-PER II (Thermo-Fischer Scientific).   
La evaluación de los diferentes buffers de reacción concluyó que el uso de Tris-HCl 
producía una mala cristalización de la matriz y por tanto unos espectros de mala calidad. 
La comparación entre el buffer de citrato de amonio y el de bicarbonato de amonio 
revelaba para ambos buffers una buena calidad en la adquisición de espectros, sin 
embargo en los ensayos desarrollados a pH= 8 con el buffer de bicarbonato, se veía 
facilitada la reactividad enzimática de las enzimas de tipo OXA-48, incrementándose la 
sensibilidad y reduciéndose el tiempo de reacción, sin verse afectada la reactividad para 
el resto de enzimas. La adición de Zn2+ resultó vital para las metalo-β-lactamasas de P. 
aeruginosa, ya que sin este compuesto varios de los aislados no consiguieron una 
reacción de hidrólisis positiva.  La influencia de realizar lisis bacteriana sobre los aislados 
se investigó con un paso de pre-lisis con el reactivo B-PER II, el cuál se encontró que 
generaba una mala cristalización de la matriz, y también con la adición de SDS al buffer 
de reacción el cuál no influía negativamente en la cristalización de la matriz, además de 
facilitar la reactividad. Se encontró fundamentalmente, una mejora sustancial en la 
reactividad de los A. baumannii, ya que con la adición de este compuesto el ensayo de 
hidrólisis pasó de negativo a positivo para el 91% de los aislados testados a los 30 min 
de reacción y para el 100 % a los 60 min.  
En este punto, se estableció el buffer final de reacción en 10mM NH4CO3, ZnCl2 10μg/ml 
y 0.005% SDS pH=8. 
Una vez establecidas las mejores condiciones de reacción, se procedió a evaluar el 
ensayo sobre los hemocultivos. Para ello se estudiaron 119 hemocultivos, con aislados 
previamente caracterizados genotípicamente e inoculados hasta la positividad. De estos 
81 eran productores de carbapenemasas. También se estudiaron 20 hemocultivos 
positivos obtenidos de pacientes bacteriémicos en nuestro Hospital.  
El primer paso para la realización del ensayo sobre los hemocultivos, fue optimizar el 
proceso de extracción bacteriana. Para ello, se partió del protocolo recomendado por 
Bruker Daltonik, para la extracción bacteriana desde hemocultivos en la identificación y 
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se evalúo el ensayo con el fin de reducir la cantidad de reactivo de lisis necesario para 
lisar la sangre y obtener el extracto bacteriano. Para la mayor parte de especies 
bacterianas, no observamos ninguna diferencia en la actividad hidrolítica en función de 
la cantidad de reactivo de lisis utilizado. Sin embargo, en A. baumannii cuando se utilizó 
200 µl de reactivo de lisis (cantidad recomendada por el fabricante) ninguno de los 
aislados proporcionó un resultado positivo en el ensayo de hidrólisis. Cuando ésta 
cantidad se redujo a 100 µl el 93 % de los aislados fueron positivos.  Para resolver el 
inconveniente de utilizar menos reactivo de lisis, con la consiguiente menor eliminación 
de los restos celulares de sangre, se propone el lavado del pellet una segunda vez con el 
buffer de reacción sin el antibiótico (10mM NH4CO3, ZnCl2 10μg/ml y 0.005% SDS pH=8).  
Para el análisis de los resultados obtenidos, se introdujo el software automatizado MBT 
Compass Software en el módulo STAR-BL. Este software permite cuantificar el grado de 
hidrólisis del antibiótico, estableciendo un ratio o razón de hidrólisis, denominado 
logRQ. Debido a que el imipenem no tiene productos de hidrólisis detectables, la matriz 
lleva consigo incorporado un estándar interno, reserpina, cuya masa a 608 Da se 
encuentra en el rango de masas del ensayo y es además una molécula muy estable en 
EM. De forma que el logRQ, se calculará como el área debajo de la curva del pico de 
masas del estándar interno entre el pico de masas del imipenem. Los valores de logRQ 
se normalizarán con respecto a los controles positivo y negativo del ensayo y los valores 
de establecen en un diagrama de cajas. Los valores que estén por debajo de 0.2 
implicarán una hidrólisis negativa y los que se encuentre por encima de 0.4 una hidrólisis 
positiva. Los valores intermedios implican una hidrólisis parcial, que requerirá de una 
segunda lectura o una incubación más prolongada. 
Se observó una sensibilidad del 98% y una especificidad del 100% en la detección de 
bacilos Gram negativos productores de carbapenemasas directamente de hemocultivos 
para un tiempo de reacción de 30 min.  En los hemocultivos obtenidos de pacientes 
bacteriémicos, la sensibilidad fue del 100% (20/20) para un ensayo de 30 min. 
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CAPÍTULO 3.4.  
Artículo 4: Imipenem-avibactam: una nueva combinación para la detección de la 
actividad carbapenemasas en Enterobacteriaceae y A. baumannii a través de Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF 
MS)  
 
La proliferación de las enzimas carbapenemasas en Enterobacteriaceae y A. baumannii 
ha creado una alerta sanitaria debido a la dificultad en su detección y control y 
especialmente a la falta de tratamiento antimicrobiano. Aunque los inhibidores de β-
lactamasas han jugado un importante papel combatiendo estas resistencias en bacterias 
gram-negativas, su efectividad ha disminuido a medida que han ido emergiendo nuevas 
β-lactamasas.  Es por ello, que se están desarrollando nuevos inhibidores con el 
propósito de restaurar la actividad de los antibióticos β-lactámicos en 
Enterobacteriaceae especialmente para productores de carbapenemasas. 
El avibactam es un inhibidor de amplio espectro, capaz de inhibir a las carbapenemasas 
de clase A, B y a algunas de clase D de Ambler, especialmente OXA-48. Numerosas 
publicaciones han confirmado la actividad in-vitro de la combinación ceftazidima-
avibactam, mientras que ya se están desarrollando otras posibles combinaciones como 
ceftarolina-avibactam y aztreonam-avibactam con resultados prometedores. 
Con el propósito de continuar evaluando nuevas combinaciones de antibiótico β-
lactámico con inhibidores de β-lactamasas, nos proponemos evaluar la actividad de la 
combinación imipenem-avibactam en EM para identificar aislados productores de 
carbapenemasas. Para ello, analizamos una serie de 131 aislados caracterizados 
genotípicamente. Entre ellos, un total de 115 Enterobacteriaceae: 79 de ellas portadores 
de una enzima carbapenemasa (15blaKPC, 7blaNDM, 11blaIMP, 12blaVIM y 34blaOXA-48) y 16 
A. baumannii: 15 de ellos portadores de carbapenemasas (10blaOXA-23, 2blaOXA-58, 2blaOXA-
24, 1blaOXA-237). El resto de los aislados fueron no productores de carbapenemasas y se 
utilizaron como controles negativos.  
Los aislados se sometieron a una evaluación en paralelo de imipenem e imipenem-
avibactam y posterior análisis mediante el método automatizado MBT Compass 
software en el módulo STAR-BL (Bruker Daltonik, Germany). 
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En la primera parte del estudio, se optimizó la concentración de avibactam necesaria 
para obtener una inhibición completa de la actividad carbapenemasa. Para ello se 
evaluó la utilización de  1.5, 3 y 4 mg/ml de avibactam frente a la concentración fija de 
0.25 mg/ml de imipenem. En la segunda parte, se estudió la actividad del imipenem en 
paralelo con la actividad de la combinación imipenem-avibactam previamente 
establecida sobre la totalidad de aislados clínicos.  
Después de un tiempo de incubación de 30 min, se observó la hidrólisis del imipenem 
en todos los aislados excepto en dos A. baumannii  productores de OXA-58. La 
sensibilidad y especificidad para la detección de la actividad carbapenemasa sobre el 
imipenem fue del 98% y 100% respectivamente. 
En cuanto a la inhibición por el avibactam, se estableció una concentración de 4 mg/ml 
de avibactam para alcanzar una inhibición completa. Una concentración menor, no 
garantiza la inhibición de la actividad hidrolítica sobre el imipenem. 
Utilizando esta concentración en el ensayo sobre las cepas clínicas, se obtuvo una 
disminución de la razón de hidrólisis del imipenem para las enzimas de tipo KPC y OXA-
48, consiguiendo restaurar completamente la actividad del imipenem, encontrándose 
de nuevo dentro del rango de sensibilidad. La comparación entre el logRQ del imipenem 
y de la combinación imipenem-avibactam para las distintas carbapenemasas, no mostró 
ninguna diferencia entre las enzimas de tipo KPC y OXA-48. Para ambas enzimas los 
valores de hidrólisis estaban entre 1 y 1.5. De igual modo ocurrió en la inhibición, 
comprendiéndose los valores entre 0 y 0.5. Para ambas enzimas la sensibilidad y 
especificidad fue del 100%.  
El efecto opuesto se encontró para las metalo-β-lactamasas, en las que la adición del 
avibactam, no tuvo efecto ninguno sobre la actividad del imipenem, encontrándose en 
todos los casos una hidrólisis total del antibiótico. Para las enzimas de tipo OXA 
pertenecientes a A. baumannii el avibactam no demostró tampoco un efecto inhibitorio 
claro, obteniéndose un patrón inconsistente, con aumentos y disminuciones aleatorias 
de la actividad del imipenem. 
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CAPÍTULO 3.5. 
Artículo 5: Detección rápida del determinante de resistencia AAC(6’)-Ib-cr mediado 
por plásmidos  en Enterobacteriaceae a través de MALDI-TOF MS 
 
Las fluoroquinolonas se encuentran entre los antimicrobianos más prescritos en el 
mundo. La resistencia a fluoroquinolonas tiene lugar principalmente como resultado de 
mutaciones en los genes cromosómicos codificantes de la ADN girasa y la topoisomerasa 
IV. También se han descrito 3 mecanismos de resistencia mediandos por plásmidos 
(PMQR): (i) las proteínas Qnr, que protegen la diana de las quinolonas ; (ii) la enzima 
AAC(6’)-Ib-cr; y (iii) las bombas de expulsión QepA y OqxAB.  
La enzima AAC(6’)-Ib-cr es una variante de una acetiltransferesa AAC(6’)-Ib muy común 
que confiere resistencia a aminoglucósidos. Este enzima modificada expande su 
expectro de actividad sobre las quinolonas, ciprofloxacino y norfloxacino. 
Este mecanismo de resistencia plasmídico, proporciona sólo un nivel bajo de resistencia 
que por sí mismo, no excede la categoría clínica de susceptibilidad, pero que a su vez 
facilita la selección de mutaciones de resistencia durante el tratamiento y que hace que 
las infecciones con patógenos que contengan PMQR sean más difíciles de tratar. 
Además, la asociación cercana entre resistencia a fluoroquinolonas y resistencia a otros 
agentes antimicrobianos, especialmente β-lactámicos y aminoglicósidos, se plantea 
como un nuevo problema en el manejo de estas infecciones.  
En el caso de los aislados portadores de este nuevo mecanismo de resistencia, los tests 
genotípicos son necesarios para detectar estos determinantes, ya que no hay tests 
fenotípicos que sean capaces de identificarlos. En este estudio tratamos de utilizar la 
tecnología MALDI-TOF MS para detectar esta enzima de resistencia AAC(6’)-Ib-cr, que 
es el mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas más prevalente entre los mediados 
por plásmidos en Enterobacteriaceae. Para ello, medimos la actividad acetiltransferasa 
sobre ciprofloxacino y norfloxacino, utilizando el levofloxacino como control negativo, 
ya que este antibiótico no es sustrato para la enzima. La acetilación corresponde a una 
incremento de masas de 43 Da, que puede ser fácilmente detectable mediante MALDI-
TOF MS después de la incubación de la bacteria con el antibiótico. 
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En un primer paso de optimización del método, se estudió una colección de 81 cepas de 
E. coli isogénicas que derivan de E. coli ATCC 25922, portadoras de mecanismos de 
resistencia cromosómicos (incluyendo modificaciones en gyrA, parcC o la deleción 
marC), mecanismos resistencia plasmídicos como Qnr y AAC(6’)-Ib-cr ó la bomba de 
expulsión mediada por plásmidos QepA2. En la segunda parte del estudio evaluamos a 
ciegas el proceso previamente optimizado sobre 36 aislados clínicos con distintas 
combinaciones de mecanismos de resistencia a quinolonas. 
Se estudiaron y describieron los espectros de masas de cada uno de los antibióticos, con 
su correspondiente metabolito acetilado después de 30 min de incubación. La 
clasificación entre sensible y resistente se realizó por inspección visual de los picos de 
masas descritos en el espectro. Para ello, las intensidades de los picos correspondientes 
a las formas acetiladas se compararon con las formas sin acetilar. Los aislados se 
clasificaron como no portadores de AAC(6’)-Ib-cr, si la intensidad de las distribuciones 
del antibiótico eran similares a las del control negativo. Los aislados fueron clasificados 
como portadores de AAC(6’)-Ib-cr si las intensidades de las formas acetiladas 
representaban el 50% o más de las intensidades de las formas no acetiladas.  
Los aislados portadores de la enzima AAC(6’)-Ib-cr tanto de los controles como de las 
cepas clínicas caracterizadas mediante biología molecular, mostraron resistencia frente 
a ciprofloxacino y norfloxacino. El resto de los aislados no portadores de la enzima 
AAC(6’)-Ib-cr  no modificaron los antibióticos. Los aislados portadores de otros 
mecanismos de resistencia a quinolonas, incluyendo modificaciones en gyrA, parC, la 
deteción marR o el mecanismo de resistencia mediado por plásmidos Qnr, no afectaron 
a los antibióticos ni a la interpretación del resultado mediante MALDI-TOF MS.   
Ninguno de los aislados testados mostró una desaparición total de las formas no 
acetiladas del antibiótico, coexistiendo ambas formas acetiladas y no acetiladas en el 
mismo espectro. Un tiempo de incubación prolongado no condujo tampoco a la 
observación exclusiva de formas acetiladas. Este hecho va en consonacia con la actividad 
de la enzima, que sólo produce un nivel bajo de resistencia de acuerdo a los estudios 
cinéticos y de CMI expresados por estos aislados estudiados previamente. El espectro 
de masas correspondiente a levofloxacino no se modificó por la enzima AAC(6’)-Ib-cr en 
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ningún caso, permaneciendo los picos de masas intactos. La sensibilidad y la 
especificidad del ensayo fue del 100% para un tiempo de incubación de 30 min.  
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4. DISCUSIÓN 
Se han explorado diversas estrategias para identificar resistencias antibióticas mediante 
MALDI-TOF MS. El problema fundamental, es que los mecanismos de resistencia a 
antibióticos en bacterias son muy variados, por lo que es difícil encontrar una solución 
universal. Una aproximación es la detección de la actividad enzimática responsable de 
la resistencia. Añadiendo el antibiótico a un extracto bacteriano fresco durante un 
tiempo adecuado y adaptando la lectura del equipo al antibiótico que vamos a seguir, 
podemos comprobar el efecto que produce la bacteria sobre el antibiótico y detectar 
los subproductos generados en la reacción enzimática, mediante un cambio de masas 
en el espectro.  
En esta tesis hemos evaluado este método sobre antibióticos β-lactámicos, incluyendo 
carbapenémicos y fluoroquinolonas, con excelentes resultados, pudiendo detectar la 
resistencia en menos de 2 horas para todos los antibióticos utilizados y todos los 
mecanismos de resistencia estudiados. Esto convierte al MALDI-TOF MS en una técnica 
de primera línea para la determinación rápida de resistencias antimicrobianas.  
Además en los distintos trabajos realizados hemos podido comprobar que esta técnica 
puede ser también aplicada sobre muestras directas como los hemocultivos, tanto para 
la determinación de β-lactamasas de espectro extendido, como de carbapenemasas. El 
impacto clínico de una técnica microbiológica rápida en el diagnóstico de una sepsis es 
de máxima relevancia, situando al MALDI-TOF MS como una técnica de gran influencia 
diagnóstica.  
La sensibilidad y especificidad de la técnica para la determinación de resistencias es 
cercana al 100 % en todas las aproximaciones metodológicas estudiadas y además 
presentan una completa correlación con los métodos moleculares.  
La interpretación de los espectros de masas se ha realizado de dos formas a lo largo de 
los distintos trabajos. Por un lado se ha realizado una interpretación visual de los 
espectros de masas, observando la aparición y desaparición de los picos de masas 
correspondientes al antibiótico y la generación de subproductos con nuevas masas, 
correspondientes a la acción enzimática sobre el antibiótico. El otro modelo para la 
interpretación de los espectros es el uso de un software automatizado, el MALDI-TOF 
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Biotyper Compass software en el módulo Selective Testing of Antibiotic Resistance 
STAR-BL (Bruker Daltonik). Este software ha representado un gran adelanto sobre el 
método cualitativo utilizado en los primeros trabajos.  El establecimiento de una relación 
de hidrólisis, llamado logRQ, permite la cuantificación de la hidrólisis en relación con la 
actividad enzimática. Esto permite reducir la variabilidad intra- e interobservador, 
proporcionando resultados estandarizados en los distintos laboratorios en los que se 
aplique este técnica. 
Las principales limitaciones de la detección de la resistencia mediante MALDI-TOF MS a 
través del ensayo funcional, es la determinación de mecanismos de resistencia que son 
exclusivamente mediados por enzimas de resistencia modificantes del antibiótico, por 
lo que el perfil de aplicación no es universal. Además la determinación de la resistencia 
es dirigida, por lo que para obtener un antibiograma completo, necesitaríamos examinar 
cada antibiótico por separado. En el futuro, junto con la interpretación automatizada de 
los espectros, vendrá la incubación robótica, la generación de placas con antibióticos 
incorporadas para realizar un antibiograma a la carta, etc. Medidas encaminadas a 
simplificar el proceso, universalizarlo y automatizarlo. Otra de las limitaciones 
principales de esta metodología es que el modo de adquisición de los espectros de los 
antibióticos es diferente del utilizado para la identificación bacteriana, por lo que 
necesitaríamos cambiar el método de análisis y calibrarlo de nuevo, cada vez que 
pasaramos de identificación bacteriana a detección de resistencias. En el nuevo 
software automatizado (MBT Compass Software en el módulo STAR-BL) de Bruker 
Daltonik, esto se hace automáticamente en el equipo, siendo tan sólo necesario que 
cada tarjeta de lectura lleve incorporado un pocillo de calibración para cada uno de los 
métodos.  Dado el volumen de identificaciones microbiológicas realizadas en los 
laboratorios de rutina mediante MALDI-TOF MS, la incorporación de la detección de 
resistencias conlleva una reorganización de la dinámica de trabajo diaria, para priorizar 
las determinaciones más relevantes para el diagnóstico microbiológico. Posiblemente 
en el futuro, la incorporación de más de un equipo MALDI-TOF MS en los laboratorios 
clínicos de microbiología se convierta en algo habitual. 
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4.1. DISCUSIÓN CAPÍTULO 1 
En este trabajo demostramos que es posible la detección de β-lactamasas directamente 
del hemocultivo positivo mediante MALDI-TOF MS, utilizando la cefotaxima y la 
ceftazidima como antibióticos marcadores de la resistencia y el ácido clavulánico, para 
confirmar la presencia de BLEE. El tiempo global del ensayo es de unas dos horas, 
teniendo en cuenta la extracción bacteriana, la incubación y la detección en el equipo. 
El ensayo demuestra su gran utilidad clínica, teniendo en cuenta que se adelanta a los 
métodos convencionales utilizados en el laboratorio, entre 24 y 48 horas. 
Se observó una relación cualitativa entre la CMI y el grado de hidrólisis del antibiótico. 
En rasgos generales cuanto mayor es la CMI del aislado frente al antibiótico, mayor es 
el grado de hidrólisis, por lo que la detección temprana del antibiótico se relacionó con 
CMIs más altas.  
También se confirmó la utilidad del ácido clavulánico para asociar la hidrólisis del β-
lactámico con el mecanismo de resistencia de tipo BLEE. Se comprobó que se producía 
una total inhibición de la hidrólisis del antibiótico cuando se añadía ácido clavulánico al 
medio de reacción en los aislados portadores de enzimas de tipo BLEE, mientras que en 
los portadores de AmpC este efecto desaparecía, observándose una hidrólisis clara del 
antibiótico en presencia o ausencia del inhibidor.  
Evaluando la reactividad y posterior detección de los antibióticos cefotaxima y 
ceftazidima en EM, la ceftazidima resultó un antibiótico marcador con tiempos de 
detección más largos y con un mayor número de falsos negativos. Por lo que la 
sensibilidad del método no se ve realmente mejorada con la adición de ceftazidima. 
Además la mayor parte de los aislados son enzimas de tipo CTX-M cuya eficacia 
hidrolítica por la cefotaxima es mayor. Los únicos casos en los que puede resultar útil 
recurrir a una segundo antibiótico es en los casos de aislados productores de enzimas 
de AmpC, como CMY-2 en los que un tiempo de incubación de dos horas con ceftazidima 
puede generar mejores resultados que con cefotaxima.  
La tecnología MALDI-TOF MS tiene una sensibilidad del 99% y una especificidad del 100 
% para detectar aislados productores de BLEE desde el hemocultivo positivo. Por tanto 
es una técnica muy útil desde el punto de vista clínico, ya que permite adecuar la terapia 
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antibiótica empírica de forma temprana, y que posee la ventaja de proporcionar 
resultados rápidos, con sensibilidades similares a los métodos moleculares, siendo 
además un método barato, una vez hecho el desembolso inicial en la tecnología.  
 
4.2. DISCUSIÓN CAPÍTULO 2 
El método MALDI-TOF MS para la determinación de resistencias a antibióticos 
carbapénemicos, utilizando como antibióticos marcadores el ertapenem y la temocilina 
ha demostrado ser una excelente herramienta permitiendo no sólo la detección sino la 
clasificación de las distintas carbapenemasas en sus correspondientes clases de Ambler 
y además ha demostrado excelentes resultados sobre las enzimas de tipo OXA-48, que 
permanecían indetectables por la mayoría de métodos fenotípicos. 
El ensayo ha demostrado un sensibilidad del 100 % para la detección de todas las 
familias de carbapenemasas, excepto para las de IMP, en las que la sensibilidad es del 
87%. Los dos aislados que no pudieron ser detectados eran dos E. cloacae portadores 
de la enzima IMP-22. Además de ser la familia con una sensibilidad más baja, las enzimas 
de tipo IMP son las que presentaron un tiempo medio de detección más alto, 80 min, 
frente a las VIM que tan sólo necesitaron 30 min para conseguir una hidrólisis efectiva.  
La ventaja principal del método es para las enzimas de tipo OXA-48, que además de 
rapidez (60 min) presenta una alta sensibilidad (100%) frente a la encontrada en otros 
test como el Carba NP test (≈80%). La sensibilidad y el tiempo de reacción del test para 
estas enzimas está realmente mejorada frente a otros ensayos de detección previos con 
el MALDI-TOF MS, a través de la adición al buffer de reacción de bicarbonato de amonio, 
que favorece la reactividad de las OXA-48 y el SDS que ayuda en la lisis de bacterias 
especialmente mucosas. Además, la posibilidad de utilizar un test de 15 min de 
incubación para la hidrólisis de temocilina, como marcador de este grupo, permite en 
áreas con gran prevalencia de aislados productores de enzimas de tipo OXA-48 el uso 
exclusivo un test con ertapenem y temocilina con una sensibilidad del 100 % y una 
especificidad del 93 %.  
Los resultados obtenidos con el MALDI-TOF MS en comparación con los obtenidos 
mediante el método de disco-difusión con los inhibidores, presenta varias ventajas. La 
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principal es que los resultados se obtienen entre 16 y 24 horas antes. Además mientras 
que para la clase A y D de Ambler las sensibilidades son comparables, para la clase B la 
sensibilidad del método MALDI-TOF MS es del 96% mientras que para el disco-difusión 
es del 80%. 
El ensayo también fue probado y validado sobre 8 hemocultivos genotípicamente 
caracterizados como K. pneumoniae blaOXA-48 obtenidos de pacientes bacteriémicos 
durarante un brote en el Complejo Hospitalario Universitario A Coruña, mostrando un 
patrón inconfundible de OXA-48.  
Proponemos que en áreas dónde la enzima OXA-48 tenga una alta prevalencia se evalúe 
el ertapenem y la temocilina a 60 y 15 min respectivamente. En áreas dónde la 
prevalencia no sea tan alta o lo sea de otro tipo de carbapenemasas, sugerimos evaluar 
el ertapenem junto con los inhibidores de reacción a 90 min y la especificidad del 
método alcanzará el 100%. 
 
4.3. DISCUSIÓN CAPÍTULO 3 
La detección de bacterias productoras de carbapenemasas directamente del 
hemocultivo positivo con un método universal para bacilos Gram negativos es una gran 
ventaja de la tecnología MALDI-TOF MS. En este trabajo describimos un método 
automatizado para la detección de la actividad carbapenemasa tanto sobre el 
aislamiento obtenido tras el cultivo en placa hasta el hemocultivo positivo, en un ensayo 
utilizando el imipenem como antibiótico marcador. 
El buffer de reacción ha demostrado ser vital en el ensayo para la detección de la 
actividad carbapenemasa, ya que dependiendo del medio de reacción, los resultados 
pueden ir desde falsos negativos a observarse una alta reactividad enzimática. El 
bicarbonato de amonio a pH=8, ha demostrado ser el medio en el que se encuentran los 
mejores resultados, especialmente para las enzimas de tipo OXA-48. La inclusión del SDS 
en el medio de reacción fue imprescindible para conseguir una hidrólisis adecuada en A. 
baumannii. 
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Para obtener una máxima viabilidad de la actividad enzimática bacteriana, resultó 
esencial el uso de 100 µl de reactivo de lisis (Sepsityper Kit) en la extracción bacteriana 
desde el hemocultivo, ya que cantidades más altas, como las usadas en el protocolo 
convencional de identificación son demasiado agresivas para la funcionalidad de la 
enzima. 
Hasta el momento, todos los protocolos que se habían desarrollado para la 
identificación de carbapenemasas en hemocultivos, necesitaban un tiempo de 
incubación de al menos 4 horas, y algunos hasta un día para obtener resultados 
positivos, especialmente para las bacterias productoras de OXA-48 y para A. baumannii. 
En este trabajo probamos que la detección es posible en 30 min con las condiciones 
anteriormente descritas. Además, el tiempo total de realización de la técnica no supera 
1 hora teniendo en cuenta, la extracción del hemocultivo y la lectura en el equipo. 
El impacto clínico de este estudio no sólo reside en la capacidad de este ensayo de 
utilizar una única metodología para detectar carbapenemasas en bacilos Gram negativos 
con gran rapidez, sino también en la posibilidad de utilizar un software automatizado 
(MBT Compass software en el módulo STAR-BL) para la interpretación de los espectros 
de masas, proporcionando un resultado de sensibilidad o resistencia del aislado, sin 
necesidad de que la lectura tenga que ser realizada por un experto en EM. Además este 
software permite no sólo la determinación de resistencias a antibióticos β-lactámicos, 
sino también la identificación del aislado. Esta es un ventaja que no la proporciona 
ningún método molecular o fenotípico. Si además de esto, le añadimos que la 
sensibilidad y especificidad es comparable a los métodos moleculares y que la técnica 
es mucho más barata y de fácil manejo, la detección de carbapenemasas mediante 
MALDI-TOF MS con el método descrito lo convierte en un método de gran aplicación en 
los laboratorios de microbiología clínica como una técnica rápida de primera línea. 
 
4.4. DISCUSIÓN CAPÍTULO 4 
En este trabajo proponemos un nuevo método basado en el ensayo funcional de 
detección de β-lactamasas mediante MALDI-TOF MS para detectar la actividad 
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carbapenemasa en Enterobacteriaceae y A. baumannii utilizando el imipenem como 
antibiótico marcador y el avibactam como un inhibidor de clase A y D de Ambler. 
La evaluación de la actividad de la combinación de imipenem-avibactam (IMI-AVI) frente 
a aislados productores de carbapenemasas, demuestra por primera vez su uso 
prometedor en EM como un nuevo método rápido para la detección de 
Enterobacteriaceae productoras de KPC y OXA-48. Además si combinamos este ensayo 
junto con el análisis de la hidrólisis de temocilina, los aislados de tipo OXA-48 podrían 
identificarse con un 100% de sensibilidad y especificidad. El avibactam no consiguió 
inhibir de manera clara la actividad carbapenemasa de ninguno de los A. baumannii, 
estableciéndose un patrón inconsistente en la hidrólisis del imipenem. 
Este ensayo tiene grandes ventajas ya que permite la detección y clasificación de 
carbapenemasas en 30 min con gran fiabilidad. Además, el análisis detallado de los 
espectros ya no es necesario, lo cual simplifica el ensayo y permite su aplicación por 
parte de personal no entrenado en EM. Estas características lo convierten en un método 
coste-efectivo para su implementación en los laboratorios de microbiología clínica. 
Nuestros datos apoyarían fuertemente el uso de la combinación imipenem-avibactam 
en un régimen terapéutico futuro, ya que el avibactam mejora la actividad del imipenem 
en los aislados productores de carbapenemasas en Enterobacteriaceae. En el futuro, el 
MALDI-TOF MS podrá ser usado como una herramienta prometedora para evaluar la 
actividad de los inhibidores de β-lactamasas, correlacionando los resultados de logRQ 
con la CMI del antibiótico y abriendo una nueva vía para investigar combinaciones 
efectivas de antibiótico β-lactámico con inhibidor de β-lactamasa.  
 
4.5. DISCUSIÓN CAPÍTULO 5 
El análisis mediante MALDI-TOF MS para determinar la susceptibilidad o resistencia 
bacteriana a antibióticos β-lactámicos ha sido sido validada ya con resultados 
satisfactorios. La medida de moléculas pequeñas como los antibióticos es una nueva 
aplicación en desarrollo del MALDI-TOF MS. Nuestros datos apoyan que esta 
aproximación no es sólo posible para antibióticos β-lactámicos, sino también para las 
fluoroquinolonas y en el futuro quizás para otras familias de antibióticos. 
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En este ensayo demostramos la capacidad del MALDI-TOF MS para detectar la actividad 
de la enzima acetiltransferasa AAC(6’)-Ib-cr en Enterobacteriaceae, evaluando su 
actividad sobre ciprofloxacino y norfloxacino y utilizando el levofloxacino como control 
negativo. Aunque el grado de resistencia es bajo, el MALDI-TOF MS ha probado que 
detecta con una sensibilidad y especificidad del 100 % este mecanismo de resistencia. 
De forma opuesta a los métodos moleculares que son los utilizados para determinar este 
tipo de resistencia, el MALDI-TOF MS proporciona resultados en 30 min. Otra ventaja de 
este método es su coste, más accesible que los métodos moleculares. Es además fácil 
de realizar, y al alcance de cualquier laboratorio de microbiología. Además, la 
interpretación de los espectros es razonablemente fácil una vez que se han asignados 
los picos de masas correspondientes al compuesto y a su forma acetilada. Además, 
debemos de tener también en cuenta, que en el futuro es posible la automatización de 
la interpretación como ya se ha hecho para los antibióticos β-lactámicos. 
La evaluación de diferentes antibióticos nos permitió concluir que el uso de 
ciprofloxacino sobre norfloxacino o viceversa como marcadores de resistencia en EM no 
conlleva ninguna diferencia apreciable. Aunque las CMIs sobre norfloxacino son 
superiores a las de ciprofloxacino cuando la enzima AAC(6’)-Ib-cr está presente, no 
hemos observado un incremento en la intensidad de la acetilación de norfloxacino sobre 
ciprofloxacino mediante EM.  
Las concentraciones utilizadas en el MALDI-TOF MS son mucho mayores que las 
utilizadas en los ensayos fenotípicos, ya que concentraciones más bajas conllevarían una 
peor calidad espectral. Sin embargo, este hecho no afecta los resultados, ya que los 
aislados portadores de la enzima AAC(6’)-Ib-cr acetilarán el sustrato en cualquier caso, 
resultando en una diferenciación clara entre la forma no acetilada y la acetilada.  
El método MALDI-TOF MS es por tanto un método prometedor en la detección de la 
enzima AAC(6’)-Ib-cr en muestras clínicas. Esta nueva aplicación expande el potencial 
evolutivo de la tecnología MALDI-TOF MS por primera vez a otras familias de antibióticos 
no β-lactámicos.  
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5. CONCLUSIONES 
5.1. CONCLUSIONES CAPÍTULO 1 
I. Es posible la detección de BLEE directamente de hemocultivos positivos en 1 
hora mediante MALDI-TOF MS.  
II. La cefotaxima es un antibiótico marcador más sensible y más rápido que la 
ceftazidima para la detección de BLEE mediante MALDI-TOF MS. 
III. El empleo del ácido clavulánico sirve para confirmar la presencia de aislados 
portadores de BLEE frente a AmpC.  
IV. Se observa una relación cualitativa entre la CMI y el grado de hidrólisis del 
antibiótico. 
 
5.2. CONCLUSIONES CAPÍTULO 2 
I. La utilización de ertapenem más los inhibidores ácido borónico y ácido 
dipicolínico permite la detección de carbapenemasas y su clasificación en las 
clases A, B y D de Ambler en 90 min mediante MALDI-TOF MS. 
II. La utilización de un test de 60 min con ertapenem y 15 min con temocilina 
permite la identificación de carbapenemasas de tipo OXA-48 con una 
sensibilidad del 100 % y una especificidad del 93 %. 
 
5.3. CONCLUSIONES CAPÍTULO 3 
I. Es posible el desarrollo de un método universal para la detección de 
carbapenemasas en bacilos Gram negativos mediante MALDI-TOF MS. 
II. El empleo de imipenem 0.5 mg/ml en 10mM NH4CO3, ZnCl2 10μg/ml y 0.005% 
SDS pH=8, permite la detección de carbapenemasas en bacilos Gram negativos 
en 30 min. 
III. El método puede aplicarse tanto a colonias aisladas en cultivo como a 
hemocultivos positivos. 
IV. El desarrollo de un programa automatizado permite la cuantificación del grado 
de hidrólisis del antibiótico (logRQ) y el informe del estado de susceptibilidad del 
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aislado sin necesidad de una interpretación visual en función del espectro de 
masas del antibiótico.  
 
5.4. CONCLUSIONES CAPÍTULO 4 
I. El uso de la combinación imipenem-avibactam permite la detección de 
carbapenemasas de tipo KPC y OXA-48 mediante MALDI-TOF MS en un ensayo 
de 30 min con un 100% de sensibilidad y especificidad. 
II.  La inhibición del avibactam sobre las carbapenemasas de tipo OXA-48 es total. 
III. El comportamiento del avibactam sobre las OXAs de A. baumannii es errático, no 
pudiéndose considerarse un inhibidor efectivo. 
 
5.5. CONCLUSIONES CAPÍTULO 5 
I. Es posible la detección de aislados portadores del determinante de resistencia 
mediado por plásmidos AAC(6’)-Ib-cr sobre ciprofloxacino y norfloxacino 
mediante MALDI-TOF MS en 30 min. 
II.  Los aislados portadores del determinante de resistencia AAC(6’)-Ib-cr acetilan 
las fluoroquinolonas aumentando la masa del antibiótico en 43 Da. 
III. Los aislados fueron clasificados como portadores del determinante de 
resistencia AAC(6’)-Ib-cr cuando la intensidad de las formas acetiladas es de al 
menos un 50 % o superior respecto a las formas no acetiladas. 
IV. No se produjo la desaparición de los picos de masas correspondientes a las 
formas no acetiladas en ninguno de los casos, de acuerdo con el bajo nivel de 
resistencia proporcionado con esta enzima. 
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